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Resumen 
La marchitez vascular causada por Fusarium sp.es la enfermedad más importante para el 
cultivo de uchuva, sin embargo la información sobre aspectos taxónomicos y patógenicos 
es reducida. 25 aislamientos de Fusarium sp fueron obtenidos de tejido sintomático de 
uchuva (Physalis peruviana) en los departamentos de Cundinamarca y Boyacá, estos 
aislamientos se identificaron basándose en rasgos morfológicos y análisis de secuencia 
de los genes Factor de elongación 1α (EF1), Citocromo Oxidasa 1 (CO1), β-tubulina (TUB) 
y una región espaciadora intergénica (IGS). De acuerdo a los resultados obtenidos, todos 
los aislamientos fueron identificados como F. oxysporum. Fueron establecidas relaciones 
filogenéticas entre los aislamientos usando estas regiones genómicas mediante PCR- 
RFLP, siendo EF1 and IGS los marcadores más informativos; sin embargo no fueron 
encontradas diferencias filogenéticas usando estas regiones. Se llevaron a cabo pruebas 
de patogenicidad para determinar la virulencia de los aislamientos en invernadero, 
adicionalmente se realizaron inoculaciones cruzadas con el propósito de conocer si 
aislamientos obtenidos de F. oxysporum obtenidos de P. peruviana pueden infectar 
plantas de gulupa (P. edulis). Las pruebas en invernadero permitieron clasificar los 
aislamientos en 5 categorias de virulencia y demostraron que no existe patogenicidad 
cruzada entre aislamientos de uchuva y gulupa. 20 introducciones de P. peruviana y taxa 
relacionados fueron inoculadas en campo, con el fin de evaluar la resistencia a la marchitez 
vascular. Dos introducciones de Physalis (09u279 de P. peruviana y 09u056 de P. 
phyladelphica) mostraron niveles significativos de resistencia, sin embargo, los grados de 
incidencia y severidad en el resto de introducciones fueron significativamente altos. Este 
estudio confirma luego de la caracterización morfológica y molecular y test de 
patogenicidad que el agente causal de la marchitez vascular en uchuva es Fusarium 
oxysporum Schlecht. emend. Snyd. & Hans. Las pruebas de invernadero y campo también 
confirmaron la alta agresividad que este patógeno muestra en uchuva, sugieren dos 
introducciones como posibles fuentes de Resistencia y corrobora la importancia de la 
enfermedad para este cultivo en Colombia.  
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Abstract 
Vascular wilt caused by Fusarium sp is the most important disease in cape gooseberry 
crops, however information about taxonomic and pathogenic aspects is reduced. In this 
study, 25 isolates of Fusarium sp. were obtained from cape gooseberry (Physalis 
peruviana) symptomatic tissue from the departments of Cundinamarca and Boyacá. These 
isolates were identified based on morphological traits and sequence analyses of translation 
elongation factor (EF1), cytochrome oxidase 1 (CO1), β-tubulin (TUB) genes and an 
InterGenic Spacer (IGS) region. According to the obtained results, all the isolates were 
identified as F. oxysporum. Phylogenetic relationships among the isolates were established 
using these genomic regions by PCR-RFLP technique, being EF1 and IGS the most 
informative markers; however significant phylogenetic differences were not found among 
isolates from cape gooseberry using these regions. Tests of pathogenicity were performed 
to determine the virulence of the isolates in greenhouse and cross inoculatons were also 
performed with the purpose to know if isolates of F. oxysporum obtained from P. peruviana 
can infect plants of Passion Fruit (P. edulis). Greenhouse test allowed to classify the 
isolates into 5 categories of virulence and no cross pathogenicity occurs among cape 
gooseberry and Passion fruit isolates. To aim to evaluate the resistance to vascular wilt, 
20 accessions of P. peruviana and related taxa were tested in field. Three evaluated 
accessions (09u279 of P. peruviana and 09u056 of P. phyladelphica) showed significant 
levels of resistance, nevertheless, degrees of incidence and severity in the rest of 
accesions were significantly higher. This study confirms after morphological and molecular 
identification and pathogenicity test, that the causal agent of vascular wilt of cape 
gooseberry is Fusarium oxysporum Schlecht. emend. Snyd. & Hans. The greenhouse and 
field tests also confirmed the high aggressiveness that this pathogen shows in cape 
gooseberry crops, suggest two accessions as possible sources of resistant to vascular wilt 
and corroborate the importance of the disease for this culture in Colombia 
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 Introducción 
La marchitez vascular causada por Fusarium sp. se ha reportado dentro de las 
enfermedades de mayor impacto en el cultivo de la uchuva en diferentes estados 
fenológicos en los departamentos de Cundinamarca, Antioquia y Boyacá (F. Matallana. 
Comunicación personal). 
 
Actualmente existen dificultades para su control, muchas de ellas relacionadas a factores 
como la resistencia que este hongo ha desarrollado a muchos de los fungicidas 
comúnmente utilizados, a su persistencia en los suelos debida a la capacidad de producir 
estructuras de resistencia e igualmente a su versatilidad fisiológica que lo hacen un 
microorganismo cosmopolita (Gordon and Martyn 1997; Beckman 1987). Dentro de los 
métodos de control, se ha utilizado la rotación de cultivos, la cual no es completamente 
efectiva debido a que las clamidosporas sobreviven mucho tiempo en el suelo. La 
fumigación del suelo, como otra alternativa de control, suministra un buen control inicial, 
pero la recolonización de éste ocurre muy rápidamente; el uso de compost o compost 
enriquecido con microorganismos seleccionados también ha sido igualmente utilizado, 
pero infortunadamente en muchos casos sin resultados satisfactorios (Pera and Calvert 
1989; Szczech et al. 1993). 
 
Para el establecimiento de estrategias de control de enfermedades en plantas se requiere 
un buen entendimiento a nivel taxonómico y filogenético de los organismos causantes de 
la enfermedad, no obstante los métodos clásicos de caracterización de microorganismos 
fitopatógenos presentan actualmente algunas falencias, y en especial la taxonomía del 
género Fusarium ha sido una de las más controvertidas. Las muchas dificultades, 
inexactitud y subjetividad del trabajo a nivel morfológico, han influenciado el desarrollo de 
métodos más sencillos y precisos para determinar la naturaleza del organismo. En el 2001, 
(Riveros B. et al.) llevaron a cabo un estudio comparativo morfológico y molecular para la 
identificación de Fusarium mediante la metodología de análisis de ADN denominada RAPD 
(del inglés Randomly Amplified Polymorphic DNA). Los autores generaron patrones de 
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bandas correspondientes a fragmentos de ADN, que fueron compartidos por un grupo de 
genotipos y ausentes en otros grupos. Comparando los resultados obtenidos de dicha 
técnica con los análisis morfológicos hechos previamente sobre las cepas estudiadas, se 
encontraron una serie de inconsistencias que confirmaron las dificultades y limitaciones 
que ofrece la identificación taxonómica tradicional. 
 
La aparición de métodos moleculares ha mejorado las perspectivas de identificación y 
caracterización, pues dichas técnicas son más precisas y producen por tanto resultados 
más objetivos. El análisis de patrones de bandas obtenidos por la técnica PCR-RFLP, es 
una de las técnicas más utilizadas, dado su fácil manejo respecto a técnicas similares como 
RFLPs, AFLP y RAPDs y a su capacidad informativa, principalmente en especies donde 
la tasa de polimorfismo de ADN es baja. Es así como, estudios basados en “DNA 
fingerprint” o huella genética han sido utilizados para determinar especies o formas 
especiales, los cuales han sido complementados y soportados por análisis de secuencias 
de ADN ribosomal (rDNA), de regiones intergénicas de tipo ITS (del inglés internal 
transcribed spacer) (Schilling et al. 1996), IGS (InterGenic Spacer), y recientemente 
mediante el análisis de regiones conservadas de tipo MLST (del inglés Multilocus 
Sequences Typing). Con el desarrollo de estos marcadores moleculares la identificación 
de especies y/o subespecies de hongos ha sido más rápida y eficiente. 
 
La interacción de las especies de Fusarium con uchuva, es un caso de estudio interesante 
para responder preguntas relacionadas no solo con la evolución molecular de hongos sino 
también de gran importancia para la búsqueda de material genético de uchuva resistente 
al patógeno. Los estudios realizados en el país sobre el patosistema Fusarium-uchuva son 
escasos, en el laboratorio de Microbiología agrícola de la Universidad Pontificia Javeriana, 
se estableció un rango de hospederos entre especies solanáceas cultivadas en el 
departamento de Cundinamarca y a su vez determinaron que existía una forma especial 
del patógeno que atacaba uchuva mediante pruebas de patogenicidad cruzada; sin 
embargo, estos resultados nunca fueron corroborados mediante el uso de técnicas 
moleculares.  
 
CORPOICA con el fin de controlar la enfermedad, en el 2008 desarrolló un proyecto para 
la búsqueda de fuentes de resistencia a F. oxysporum a partir de  70 entradas de P. 
peruviana y taxa relacionados. Gracias a este proyecto se constituyó una colección de 
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aislamientos de Fusarium sp., colectados en zonas productoras de los departamentos de 
Cundinamarca y Boyacá, con los cuales se ha venido desarrollando diversos estudios para 
identificar la especie del agente causal y esclarecer aspectos biológicos y patogénicos de 
este hongo en uchuva (Gonzalez and Barrero 2011). En el Laboratorio de Microbiología 
Molecular del Centro de Biotecnología y Bioindustria de CORPOICA se comprobó para 
tres de los aislamientos que conforman esta colección, mediante pruebas morfológicas, 
moleculares y patogénicas, que el agente causal de la marchitez vascular en uchuva es F. 
oxysporum (Gonzalez and Barrero 2011). De igual forma se evaluó la resistencia de 70 
introducciones de uchuva y especies relacionadas a la pudrición vascular en invernadero 
usando como inoculo uno de estos tres aislamientos. (Gonzalez and Barrero 2011). No 
obstante aún no se conoce si todos los aislamientos que conforman esta colección 
pertenecen a la especie F. oxysporum, tampoco se conoce si todos ellos son patogénicos 
en uchuva y/o especies relacionadas e incluso, si existe diversidad genética entre ellos. 
Esta información, de gran importancia para el estudio del patosistema Fusarium- uchuva, 
será obtenida durante la realización de este trabajo, para el cual se plantearon los 
siguientes objetivos (i) Caracterizar morfológica y molecularmente aislamientos de 
Fusarium spp. provenientes de las zonas productoras de Cundinamarca y Boyacá. (ii) 
Evaluar la patogenicidad de los aislamientos de Fusarium spp. sobre un material 
susceptible de uchuva y otra especie vegetetal, y establecer patotipos. (iii) Relacionar 
filogenéticamente los aislamientos de Fusarium spp. provenientes de zonas productoras 
de uchuva mediante PCR-RFLP. (iv) Evaluar en campo el comportamiento de un 
aislamiento altamente patogénico sobre introducciones de uchuva (Physalis peruviana) 
con potencial de resistencia a la marchitez vascular. 
 
  
 
1. Marco teorico 
1.1 Generalidades De La Uchuva (Physalis peruviana) 
1.1.1 Morfología 
Es una hierba arbustiva perenne, con hojas acorazonadas y pubescentes, alcanza una 
altura de 1 a 1.5 m, mediante un patrón de crecimiento simpodial; después de que el tallo 
forma de 8 a 12 nudos, presenta dos ramificaciones discales que producen 4 tallos 
generativos. Si se colocan soporte y se podan, las plantas pueden llegar a medir hasta 2 
m. Las flores amarillas y acampadas son polinizadas por insectos o por el viento; la 
autopolinización también es común (Fischer 2005). 
 
El cáliz, pequeño al comienzo del desarrollo del fruto, crece hasta formar una estructura 
similar a una vejiga de unos 5 cm, la cual encierra completamente el fruto maduro (Fischer 
2005). El cáliz al madurar adquiere una textura similar a la del pergamino y su color se 
vuelve pajizo. En climas más cálidos la planta puede florecer y fructificar durante todo el 
año (Fischer 2005). Los frutos casi redondos son bayas amarillas y brillantes que miden 
1,25 a 2,5 cm de diámetro y pesan alrededor de 4 a 10 gramos; además contienen muchas 
semillas aplanadas (Fischer 2005). 
1.1.2 Distribución 
El centro de origen y diversificación de la uchuva (Physalis peruviana L.) está en los Andes, 
principalmente de Colombia, Perú y Ecuador. La especie se distribuye en las zonas 
tropicales y subtropicales en un rango altitudinal comprendido entre los 1.500 y 3.000 
msnm. Posteriormente se introdujo en África e India y hoy existen más de 80 ecotipos a 
nivel mundial, diferenciables por el porte de la planta, la forma del cáliz, el tamaño, el color 
y el sabor del fruto (C. Rodriguez and Bueno 2006).  
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En Colombia se cultivan tres ecotipos: Kenia, Sudáfrica (sus nombres derivados del país 
de procedencia) y Colombia (C. Rodriguez and Bueno 2006). El ecotipo “Colombia” se 
caracteriza por tener una mejor coloración y mayor contenido de azúcares, por lo cual ha 
tenido mucha demanda en los mercados internacionales (C. Rodriguez and Bueno 2006). 
1.1.3 Fitomejoramiento En Uchuva 
La mayoría de la investigación que se ha hecho en uchuva ha sido en el desarrollo y 
mejoramiento de técnicas de crecimiento y establecimiento del cultivo (Gourley 1922; 
Klinac 1986; Wolff 1991). Existe una gran deficiencia en los esfuerzos en fitomejoramiento, 
puesto que solamente se han hecho, en muy pocos países, con excepción de Brasil, 
selección entre introducciones (National Research Council 1989), o el desarrollo de 
sistemas de propagación in vitro para obtener variación somaclonal y en algunos casos se 
han hecho intentos como una primera fase para transformación genética (Hawkes 1991). 
En otros casos, con base en diferencias genéticas en productividad y calidad de fruto, 
encontradas en introducciones de diferentes orígenes algunos investigadores han 
propuesto la generación de híbridos como una estrategia simple para explotar la heterosis 
para mejoramiento en uchuva (Mock 2001). Se sabe que es posible desarrollar híbridos en 
uchuva como ocurre en tomate y en berenjena (Bassett 1986). En general, el análisis 
genético de características agronómicas importantes en uchuva puede entregar 
información muy relevante para el mejoramiento genético de la especie.  
 
En Colombia la brecha es aún mayor en relación con el desarrollo de procesos de 
mejoramiento genético en donde, los genotipos existentes en producción comercial son 
productos de la selección por parte de los agricultores a partir de materiales silvestres o 
introducidos. Los programas actuales con uchuva están orientados al mejoramiento de las 
características del fruto (tamaño, color, grados brix, y nutrientes) (C. Rodriguez and Bueno 
2006). 
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En el país existen cuatro colecciones que han sido caracterizadas en algunos casos por 
caracteres morfo-agronómicos y en otros casos, por marcadores moleculares, como ya se 
mencionó. La Universidad de Nariño ha seleccionado parentales y con ellos ha generado 
algunos híbridos (Lagos 2009, comunicación personal). A pesar de estos esfuerzos aún 
falta el establecimiento de un programa de generación de variedades e híbridos que 
garantice una respuesta sostenible que llene las expectativas tecnológicas de producción 
y calidad de acuerdo con las exigencias del mercado nacional e internacional. 
1.2 Generalidades del patógeno Fusarium oxysporum 
1.2.1 Taxonomía, Ecología y Patología 
Fusarium sp. 
Phylium: Ascomycota 
Clase: Sordariomycetes 
Orden: Hypocreales 
Familia: Hypocreaceae 
Género: Fusarium 
Especies F. oxysporum, F. solani, F. verticilloides, F. dimerum, F. chlamydosporum, entre 
muchas otras. 
 
Algunas especies tienen un estado sexual reconocido dentro del género Gibberella o 
Nectria.  
El hongo produce tres clases de esporas: 
 Microconidios: Esporas unicelulares, sin septos, hialinas, elipsoidales a cilíndricas, 
rectas o curvadas; se forman sobre filiadas laterales, cortas, simples o sobre conidióforos 
poco ramificados. Las microconidios tienen 5-12 micras de largo por 2.5-3.5 micras de 
ancho (Figura 1-1) (P.E. Nelson et al. 1981). 
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 Macroconidios: Esporas de paredes delgadas, fusiformes, largas, moderadamente 
curvadas en forma de hoz, con varias células y de 3 a 5 septos transversales, con la célula 
basal elongada y la célula apical atenuada; las macroconidios tiene un tamaño de 27 a 46 
micras de largo por 3.0 a 4.5 micras de ancho (Figura 1-1)(P.E. Nelson et al. 1981). 
 
 Clamidiosporas: Esporas formadas a partir de la condensación del contenido de las 
hifas y de las conidios, de paredes gruesas. Se forman simples o en pares, terminales o 
intercalares: poseen un tamaño de 5 a 15 micras de diámetro. (P.E. Nelson et al. 1981). 
Gracias a ellas el hongo sobrevive en condiciones ambientales desfavorables y en el suelo 
como saprófito de vida libre en ausencia de plantas hospedantes (Figura 1-1) (Garrett 
1971). Los conidios son fácilmente reconocibles al microscopio por su forma de media luna 
o de canoa. 
 
Figura 1-1: Características morfológicas microscópicas del género Fusarium. 
 
(Garrett 1971) 
Fusarium oxysporum es sin duda uno de los hongos dentro del género, económicamente 
más importantes en el mundo, además de tener una amplia distribución geográfica, F. 
oxysporum puede encontrarse en suelos de tipo ártico, hasta en suelos desérticos, sin 
contar con el amplio número de hospederos que puede infectar (Leslie and Summerell 
2007). 
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Las características morfológicas críticas incluyen la producción de microconidios en falsas 
cabezas formadas en monofiáides sobre las hifas, la producción de clamidiosporas y la 
forma de las microconidios y macroconidios (P. Nelson et al. 1983) 
Fusarium oxysporum está incluido dentro de los organismos patogénicos causantes de 
marchitez vascular, problemas de dumping-off y pudrición de corona y raíz. Las 
enfermedades de tipo vascular a menudo resultan cuando los vasos del xilema son 
bloqueados en algunas ocasiones por geles compuestos de azúcares neutrales 
encontradas en las paredes celulares de los hospederos (Leslie and Summerell 2007). 
1.2.2 Características morfológicas claves en medio PDA 
La morfología de la colonia en PDA varía ampliamente. El color del micelio varía de blanco 
a violeta pálido, se producen abundantes macroconidios en una masa central de color 
naranja pálido al violeta pálido, en algunos aislamientos pueden producirse esclerocios de 
color café, azul o azul muy oscuro (Leslie and Summerell 2007; P. Nelson et al. 1983). F. 
oxysporum usualmente produce pigmentos de color violeta o magenta oscuro, pero 
algunos aislamientos no producen ningún tipo de pigmento. La tasa de crecimiento es 
rápida (1cm/día aproximadamente), en el anverso de la colonia se pueden presentar 
colores que van desde el azul oscuro hasta el violeta oscuro y esos colores pueden ser 
visibles a través del micelio cuando se ve la colonia desde arriba (P. Nelson et al. 1983) 
1.2.3 Síntomas de la enfermedad 
 Síntomas externos: Los primeros síntomas se observan cuando la planta tiene 
frutos verdes a maduros, con un amarillamiento de las hojas básales que gradualmente 
alcanza a las hojas más jóvenes. En infecciones graves las plantas se marchitan y mueren 
en forma rápida (Palma 2004). 
 Síntomas internos: El sistema radical se torna café y la raíz principal se pudre por 
completo. El tejido cortical de las raíces presenta lesiones de color café-rojizo y luego se 
extiende de 5 a 10 cm desde la raíz por el tejido vascular del tallo (no más de 25 cm sobre 
el nivel del suelo) (Palma 2004). 
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1.2.4 Identificación morfológica de especies de Fusarium 
Las especies de Fusarium son ampliamente variables debido a cambios en el ambiente en 
el cual crecen, los cuales producen cambios morfológicos, especialmente en los 
macroconidios que son claves para la identificación taxonómica. Por esta razón, se hace 
necesario seguir todos los pasos de un procedimiento estandarizado para hacer esta tarea 
más fácil (P. Nelson et al. 1983). Las especies de Fusarium pueden ser identificadas con 
certeza sólo si los cultivos han sido crecidos bajo condiciones óptimas de esporulación. 
Además, todas las colonias deben ser purificadas mediante cultivos monospóricos, dado 
que cada conidio es un genotipo individual y la colonia que desarrolla, excepto para el caso 
de mutantes, es de un genotipo particular y es un clon reconocible por sus propias 
características. Todo esto hace entonces, que la máxima prioridad para los taxónomos sea 
reducir la variación fenotípica tanto como sea posible (Nelson et al. 1983). En general es 
importante enfocarse en caracteres generales tales como forma y estructura de los 
conidios, debido a que centrarse en los detalles podría conducir al investigador a realizar 
una identificación errónea. Por lo general las primeras impresiones de las características 
morfológicas son las correctas, pues observaciones más detalladas pueden llevar más a 
la confusión que a la claridad (Leslie and Summerell. 2007). 
 
La morfología de los macroconidios es tal vez el carácter de identificación más importante 
dentro de las especies de Fusarium, y para su observación se recomienda el uso de medios 
pobres en nutrientes como el CLA (Carnation Leaf Agar), ya que en medios ricos en 
azúcares como el PDA (Potato Dextrose Agar), pueden presentar alta variabilidad. Los 
macroconidios formados sobre las piezas de hojas de clavel pueden diferir mucho de los 
que se forman sobre el agar, y aquellos que se forman en esporodoquios suelen ser los 
más representativos y uniformes que los que se puedan producir sobre cualquier parte del 
medio (Leslie and Summerell, 2007). El primer rasgo macroconidial que se debe tener en 
cuenta es el tamaño, hay que determinar la longitud en términos de largo o corto sin 
considerar la curvatura o el ancho, observando la longitud entera de la espora contando 
las células apicales y basales (Leslie and Summerell, 2007). 
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Los cultivos en medio CLA alcanzan su crecimiento óptimo entre los 10 y 14 días 
aproximadamente, y la identificación debería empezar con este tiempo de preparación 
(Nelson et al, 1983). Los macroconidios producidos en el micelio aéreo son más diversos 
y por lo tanto más confusos, sin embargo deberían ser considerados dentro de la 
identificación, debido a que algunas especies no producen esporodoquios, pero en la 
medida de lo posible hay que enfatizar en aquellos que son formados en los esporodoquios 
(Nelson et al. 1983). 
 
Respecto a la forma de los macroconidios existen tres formas básicas, la primera es la 
forma lisa con apariencia de aguja, si las paredes del conidio son delgadas. En la segunda, 
las esporas tienen una curvatura dorsoventral a lo largo o en una porción del macroconidio, 
esas conidios tienen por lo general, pero no siempre, el mismo ancho a lo largo de todo el 
conidio, y por último existen los conidios en los cuales la curvatura es mucho más 
pronunciada en el lado dorsal que en el lado ventral. En estas esporas, generalmente las 
células del medio son más anchas que las extremas (Leslie y Summerell, 2006). Existen 
cuatro formas generales para las células apicales: en forma de punta, de gancho, papilada 
y estrecha (Figura 1-2 E-H). Para las células basales o células pie existen también cuatro 
formas alternativas, en forma de pie (Figura 1-2 I), en forma de pie alargado (Figura 1-2 J), 
mellada (Figura 1-2 K) y ligeramente mellada (Figura 1-2 L)   
 
Los microconidios son producidos en el micelio aéreo pero nunca en esporodoquios y 
difieren de los macroconidos en forma y tamaño, la mayoría de los microconidios tienen de 
0 a 3 septos y son generalmente pequeños, se presentan algunas dificultades cuando los 
microconidios presentan 4 septos en algunas especies pero estas son pocas y fácilmente 
reconocibles. (Nelson et al. 1983; Leslie y Summerell, 2007) La presencia o ausencia de 
microconidios, si hay falsas cabezas y/o cadenas y el crecimiento sobre monofiálides o 
polifiálides son caracteres de diagnóstico importantes. (Nelson et al. 1983. (P E Nelson et 
al. 1994) 
 
12 
Caracterización de aislamientos de Fusarium spp. obtenidos de zonas 
productoras de uchuva (Physalis peruviana) en Cundinamarca y Boyacá 
 
La forma del microconidio también es una característica de interés, la cual aplica al conidio 
en su totalidad y no solo a una célula sencilla o a una porción de este. Las formas más 
comunes son: oval (Figura 1-2 M-O), reniforme (Figura 1-2 P), ovoide (Figura 1-2 Q), en 
forma de pera (Figura 1-2 R), en forma de nabo (Figura 1-2 S), globoso (Figura 1-2 T) y 
fusiforme. 
Figura 1-2: Caracteres morfológicos de las esporas usados en la identificación de 
especies de Fusarium. A-D: distintas formas de macroconidios. E-F: formas alternativas de 
las células apicales de los macroconidios. I-L: formas alternativas de las células basales 
de los macroconidios. M-T: formas de los microconidios (Leslie and Summerell, 2007). 
 
La presencia o ausencia de clamidiosporas es un carácter primario en la taxonomía del 
género Fusarium, si las clamidiosporas están presentes, pueden formarse de manera 
sencilla, en pares, en grupos o en cadenas y pueden tener las paredes rugosas o lisas 
(Nelson et al. 1994). Las clamidiosporas pueden tardarse más de 6 semanas en aparecer 
en el medio y a menudo no aparecen en grandes cantidades y en algunos casos, se 
requieren de medios especializados para poder observarlas, estas pueden encontrarse en 
el micelio aéreo o embebidas en el medio, y la localización en ocasiones es importante 
para la identificación (Leslie and Sumerell. 2007). 
 
En el micelio aéreo, pueden presentarse monofiálides o una mezcla de monofiálides y 
polifiálides, dependiendo de la especie, mientras que la presencia de polifiálides es una 
característica de diagnóstico extremadamente importante (Nelson et al. 1983). Los 
polifiálides solo se encuentran en el micelio aéreo y son observables en cultivos con 4 o 7 
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días, excepto con especies de la sección Arthrosporiella en los cuales los polifiálides se 
ven mejor cuando los cultivos que tienen de 10 a 14 días. Es importante recordar que la 
característica de los polifiálides es la de una célula con más de un poro y frecuentemente, 
pero no siempre, estos poros son envueltos por un collarete el cual los hace más visibles, 
aunque estas observaciones son un poco difíciles de realizar. Si se observa un septo entre 
dos poros esto indica una ramificación, pero no se considera como un polifiálide (Nelson 
et al. 1983). 
1.2.5 Identificación molecular 
La identificación adecuada de organismos patógenos de las plantas cultivadas es 
importante en la implementación de estrategias para el manejo y control de enfermedades 
(Weiland and Sundsbak 2000). Particularmente se requiere la caracterización fenotípica y 
genética de los patógenos de plantas persistentes en un área determinada. 
 
La aplicación de marcadores moleculares, permite clarificar las relaciones genéticas de los 
grupos de hongos fitopatógenos, principalmente cuando los criterios morfológicos de 
clasificación son variables. El uso de marcadores moleculares permite la identificación de 
organismos fitopatógenos de forma viable y con mayor certeza por estar basado en la 
composición del ADN (Bellido 2005). 
 
 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR): La amplificación de secuencias 
específicas de ácidos nucléicos tiene una alta sensibilidad para discriminar entre diferentes 
aislamientos, por ejemplo, se pueden discriminar con precisión diferentes aislamientos de 
Fusarium oxysporum. La utilización de marcadores moleculares permite además procesar 
un gran número de muestras en un corto periodo de tiempo (Bellido. 2005). 
 
Debido a que los análisis de caracterización de tipo morfológico no aportan la información 
necesaria para diferenciar cepas de varias formas especiales o de una misma especie, se 
ha hecho necesario usar técnicas de tipo molecular para realizar estudios de tipo 
filogenético. Una de las técnicas más usadas en trabajos de tipo molecular en todo el 
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mundo es la obtención de múltiples copias de un fragmento de ADN mediante la Reacción 
en Cadena de la Polimerasa o más conocida como PCR por sus siglas en inglés 
(Polymerase Chain Reaction). 
 
Gracias a la sensibilidad y especificidad de la técnica, este procedimiento no requiere 
grandes cantidades de ADN y la elección de los oligonucleótidos o primers, depende de la 
región que se quiera amplificar, lo cual juega un papel importante para los procedimientos 
de identificación de microorganismos. (Rodrigez and Rodriguez 2008). 
 
 Enzimas de restricción: A finales de la década de los 60 con el descubrimiento de 
enzimas bacterianas denominadas endonucleasas de restricción que cortan el ADN en 
secuencias definidas de 4-8 pb, surge una buena cantidad de técnicas para aislar y 
manipular fragmentos de ADN. Entre ellas se destaca la técnica RFLP (Restriction 
Fragment Length Polymorphism), como uno de los primeros métodos ampliamente 
reportado que permite ver variaciones en la secuencia de ADN de diversos organismos 
(Sandoval 2010). 
 
Las técnicas basadas en la restricción enzimática, aprovechan las variaciones en la 
secuencia del ADN de individuos diferentes. El polimorfismo a este nivel, significa que la 
distribución específica de los sitios de corte en los ADN respectivos es diferente; por lo 
tanto, un sitio de restricción polimórfico a nivel del ADN, será detectado como un 
polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción a nivel fenotípico (Peteira et 
al. 1997).   
 
En la búsqueda de genes relacionados con la patogenicidad y la virulencia se ha usado la 
técnica RFLP con el genoma nuclear o mitocondrial. El ADN mitocondrial es 
fundamentalmente haploide y no pasa por un proceso de recombinación, por ello tiene la 
ventaja de ser molécula multicopia y tiene un profundo impacto en la reconstrucción de 
genealogías y árboles filogenéticos (Michelmore and Hulbert 1987); para muchos hongos, 
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por otro lado, el polimorfismo en el ADN ribosomal (ADNr) logra ser informativo hasta el 
nivel de especie (Anderson et al. 1989).  
 
Para el género Fusarium, esta técnica ha sido una metodología rápida que ha permitido su 
caracterización a nivel de patotipo. Un ejemplo de ello es el estudio realizado por Woo et 
al (1996) en el que a partir de esta técnica se relacionaron nueve grupos de compatibilidad 
vegetativa de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli, organizados en 5 patotipos diferentes, 
con los patrones de bandas obtenidos con RFLPs (Sandoval. 2010). 
 
 PCR-RFLP: La técnica PCR-RFLP consiste básicamente en la amplificación por 
PCR de una región determinada del ADN y su posterior digestión con una enzima de 
restricción, para obtener por electroforesis en agarosa o poliacrilamida un patrón de 
bandas que permite determinar la huella de ADN y así caracterizar comunidades y 
poblaciones. Esta técnica también es conocida como ARDRA cuando la región amplificada 
corresponde al 18S-26S ADNr (Leslie and Summerell 2007). Es también muy usada en la 
construcción de mapas genéticos y en la evaluación de diversidad y variación genética de 
poblaciones de fitopatógenos (Rodríguez and Rodríguez 2008). 
 
La ventaja de la técnica PCR-RFLP frente a otras técnicas moleculares (RAPD, AFLP), 
radica en que esta técnica permite la obtención de múltiples bandas derivadas de una 
región específica del genoma escogido por su nivel de conservación, previniendo de esta 
manera falsas interpretaciones. Además es una técnica de fácil uso y también económica 
(Sandoval 2010).  
 
Para Fusarium, varios trabajos con PCR-RFLP se han llevado a cabo para evaluar 
diferencias entre grupos filogenéticos enfocados en la caracterización de linajes clonales 
de formas especiales de esta especie (Koenig et al. 1997).  
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Esta técnica también ha sido utilizada como un mecanismo de diagnóstico para evitar 
oportunamente el ingreso o salida de estos patógenos entre diferentes países. En 2005 
(González et al.) demostraron que la PCR-RFLP es una técnica eficiente para la detección 
de formas patogénicas de F.oxysporum f.sp. fragariae presentes en frutilla, 
diferenciándolas así de las cepas comunes no patogénicas ampliamente distribuídas; esto 
se pudo demostrar al utilizar las enzimas de restricción MseI y MspI que sólo digirieron la 
forma especial. 
 
Como se ha mencionado anteriormente, la taxonomía de Fusarium ha sido siempre difícil 
y controversial, pero las técnicas moleculares se han convertido en una herramienta eficaz 
para dar solución a este problema. En 2007, en vista de dificultades con la posición 
taxonómica de Fusarium redolens, (M Bogale et al.) diseñaron iniciadores especie-
específicos a partir del gen TEF1 (Transcription Elongation Factor 1α) y llevaron a cabo la 
técnica PCR-RFLP cortando el material amplificado con la enzima de restricción MseI; con 
ello pudieron distinguir a F. redolens, de otras especies incluídas en el estudio 
pertenecientes a tres clados de Fusarium oxysporum. 
 
 Secuenciación y análisis de regiones conservadas: A pesar de que las especies de 
Fusarium pueden ser identificadas por sus características morfológicas sobre medios 
selectivos (Heerbison-Evans et al. 1988; Thrane 1991), los tipos patogénicos, o formas 
especiales y razas no pueden ser identificadas fácilmente a este nivel. Para el caso de F. 
oxysporum, los ensayos de inoculación o pruebas de patogenicidad han sido la estrategia 
para identificar formas (forma especiales) y razas. Las pruebas de compatibilidad 
vegetativa o VCG por sus siglas en ingles (Aloi and Baayen 1993; Baayen and Kleijn 1989; 
Katan et al. 1989) e incluso ensayos inmunológicos (Arie et al. 1995; Arie et al. 1997) 
también han sido propuestos, sin embargo, estos métodos son dispendiosos y toman 
mucho tiempo (Woo et al. 1996). Como se mencionó anteriormente, con el desarrollo de 
los marcadores moleculares la identificación de especies y/o subespecies de hongos ha 
sido más rápida y eficiente.  
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La amplificación y análisis de secuencias a nivel nucleotídico de genes de copia única 
dentro del genoma, que no están sometidos a presiones de selección y que además, 
presentan regiones conservadas que enmarcan regiones más variables, ha sido 
ampliamente utilizada para establecer relaciones filogenéticas entre microorganismos a 
niveles específicos. Para el caso de hongos, y específicamente para Fusarium oxysporum, 
la técnica MLST ha sido utilizada para reconocer especies, analizar diversidad y determinar 
si se trata de poblaciones clonales o recombinantes. 
 
Algunos autores han buscado otros marcadores como alternativa para la caracterización 
de Fusarium, Seifert (2009) probó en hongos la región CO1 (citocromo oxidasa 1) 
comúnmente utilizada en análisis moleculares de animales y obtuvo mejores resultados 
que los arrojados con ITS. Geiser et al., (2004) demostraron que la región correspondiente 
al factor de elongación (TEF1) es un excelente marcador molecular para la caracterización 
del género Fusarium, a partir de estos resultados se creó una base de datos curada para 
Fusarium (FUSARIUM-ID v. 1.0) exclusiva para este marcador (Sandoval 2010). 
1.2.6 Análisis moleculares del género Fusarium 
Las observaciones basadas en caracteres morfológicos requieren de alguna práctica y son 
difíciles para los no especialistas (Singleton et al. 1992; Bluhm et al. 2002). Diversos 
estudios reportan altos niveles de polimorfismo para la región IGS (Inter Genic Spacer) o 
región espaciadora intergénica (Hinojo et al. 2004; Llorens et al. 2004). Esta región es 
substancialmente divergente y puede ser usada en análisis de relaciones intraespecificas. 
Llorens et al (2004), usando análisis de fragmentos de restricción de amplificados por PCR 
de una región del ADN ribosomal, incluida la secuencia IGS, caracterizaron 
molecularmente 44 aislamientos pertenecientes a seis especies del género Fusarium, 
encontrando polimorfismos suficientes para identificar especies o grupos de especies 
estrechamente relacionadas.  
 
Análisis de secuencias de ADN son muy comunes, pero las técnicas empleadas varían con 
los objetivos. Para los estudios de relaciones taxonómicas, se han usado secuencias 
genómicas de varios genes y fracciones de RNA mitocondrial o nuclear que constituyen 
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una poderosa herramienta en estudios moleculares. (Leslie and Summerell 2006; Hinojo 
et al, 2004).  
 
Se han encontrado altos niveles de polimorfismo para la región IGS realizando análisis de 
PCR-RFLP usando endonucleasas con objetivos de corte de 4 a 6 pb (HhaI, EcoRI, XhoI, 
PstI y AluI) en aislamientos de Giberella fujkuroi obtenidos de distintos hospederos (Zea 
mays, M sapientum y Pinus pinea). Esta alta variabilidad también ha sido encontrada en 
otros patógenos causantes de pudrición radicular (Fusarium culmorum, Armillaria sp. y 
Tillospora fibrillosa). La región IGS es substancialmente divergente y puede ser usada en 
análisis de relaciones intraespecíficas. (Hinojo et al, 2004, Llorens et al., 2004). La técnica 
de PCR-RFLP es rápida, independiente de la expresión de genes, relativamente barata y 
requiere solo una pequeña cantidad de ADN obtenido de cultivos en el laboratorio (Hinojo 
et al 2004). 
 
Llorens et al (2004) caracterizaron molecularmente 44 aislados pertenecientes a 6 
especies del género Fusarium, usando análisis de fragmentos de restricción de 
amplificados por PCR de una región del ADN ribosomal incluida la secuencia IGS, el 
tamaño del producto de PCR fue apropiado para ser sometido a análisis de RFLP. Se 
encontraron suficientes polimorfismos para identificar especies o grupos de especies 
estrechamente relacionadas, las especies de Fusarium fueron claramente diferenciadas 
de sus haplotipos específicos de rDNA, sin embargo se encontraron niveles de variabilidad 
intraespecifica, principalmente en F. oxysporum que fue la más polimórfica de las especies 
estudiadas, esto concuerda con los sistemas taxonómicos que reconocen varias especies 
y variedades dentro de la especie (Llorens et al., 2004). 
 
El uso de técnicas moleculares sobre regiones del rDNA como las ITS ha sido útil en tareas 
tan complejas como la detección y monitoreo de formas especiales de Fusarium 
oxysporum, tanto en suelo como en tejido vegetal infectado. Zhang et al (2005) diseñaron 
dos parejas de primers o cebadores específicos para una detección rápida y confiable de 
los hongos fitopatógenos Fusarium oxysporum y Mycosphaerella melonis basándose en 
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las diferencias en una región ITS (Internal Transcribed Spacer); para ello se usaron 24 
aislados de F. oxysporum f. sp. niveum, 22 aislados de M. melonis, y 72 aislados de las 
divisiones Ascomycota, Basidiomycota y Oomycota, para probar la especificidad de los 
primers diseñados, la primera pareja de primers (Fn-1 y Fn-2 sintetizados para F. 
oxysporum f. sp. niveum) fue capaz de amplificar un único fragmento de ADN de 320 pb 
en los 24 aislados de F. oxysporum pero no en los 22 aislamientos de M. melonis ni en los 
74 aislados de los hongos de las otras divisiones. Similarmente, los cebadores Mn-1 y Mn-
2 produjeron un único fragmento de 420 pb en todos los aislados de M. melonis pero no 
en los otros aislamientos (Zhang et al 2005). 
 
Recientemente, diferentes estudios moleculares sobre Fusarium han sido desarrollados. 
En el 2005 (M Bogale et al.) describieron nueve marcadores (SSR) (repetición de 
secuencia simple) para estudiar la diversidad alélica de F. oxysporum. Singh et al (Singh 
et al. 2006) caracterizaron molecularmente 30 aislamientos de Fusarium oxysporum f.sp. 
ciceri, patógeno de garbanzo de diferentes localidades del norte de la India, y evaluaron la 
variación genética de los mismos por medio de la PCR (reacción en cadena de la 
polimerasa) usando pares de iniciadores de tipo RAPD (amplificación aleatoria de ADN 
polimórfico) e IGS . Posteriormente, Bogale et al (2007) diferenciaron tres clados de 
Fusarium oxysporum y Fusarium redolens mediante la técnica PCR-RFLP. Dicho estudio 
les permitió detectar evidentes variaciones genéticas que de otra forma eran casi 
imperceptibles, los resultados obtenidos en este trabajo proveen entre muchas otras 
informaciones, evidencia del alto poder resolutivo y discriminatorio del análisis PCR-RFLP, 
sugiriendo ser una herramienta simple, económica y de gran utilidad para la caracterización 
molecular de Fusarium. 
 
  
 
2. Caracterización morfológica y molecular de 
aislamientos de Fusarium spp 
2.1 Procedencia de los aislamientos. 
Los aislamientos de Fusarium spp. usados en este estudió provienen de una colección 
establecida en el Laboratorio de Microbiología Molecular del CBB de CORPOICA (Cuadro 
2-1). Los aislamientos se realizaron desde plantas con síntomas de marchitez vascular 
colectadas en zonas productoras de Cundinamarca y Boyacá. La purificación se llevó a 
cabo mediante la técnica de cultivo monospóricos y conservados en papel filtro a -20 °C 
(Leslie and Sumerell. 2007). Adicionalmente en las pruebas de PCR-RFLP, se usaron 
aislamientos de F. oxysporum y F. solani obtenidos por la facultad de agronomía de la 
Universidad Nacional de Colombia, en plantas de gulupa con síntomas de marchitez 
vascular. 
Cuadro 2-1: ː Aislamientos de Fusarium spp. obtenidos de plantas de uchuva con 
síntomas de marchitez vascular. 
Código de 
aislamiento 
Municipio Vereda Coordenadas 
Bra3 Arcabuco Alcaparro N 05°44,912’; W 73°29,575’ 
Bra2 Arcabuco Alcaparro N 05°44,912’; W 73°29,575’ 
Bra4 Arcabuco Alcaparro N 05°44,912’; W 73°29,575’ 
Dia1 Pasca Alta Gracia 
Baja 
N 04°17,466’; W74°20,336’ 
Dia3 Pasca Alta Gracia 
Baja 
N 04°17,46,6’; W74°20,336’ 
Dia5 Pasca Alta Gracia 
Baja 
N 04°17,46,6’; W74°20,336’ 
Dia2 Pasca Alta Gracia 
Baja 
N 04°17,46,6’; W74°20,336’ 
Dia3a Pasca Alta Gracia 
Baja 
N 04°17,46,6’; W74°20,336’ 
Dia3b Pasca Alta Gracia 
Baja 
N 04°17,466’; W74°20,336’ 
Esm5 Granada La Playita N04°31,373’; W74°19,505’ 
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Cuadro 2-1: continuación 
Esm5a Granada La Playita N04°31,373’; W74°19,505’ 
Esm3 Granada La Playita N04°31,373’; W74°19,505’ 
Esp1 Combita Las Mercedes N 05°41,475’; W 073°18,135’ 
Esp5 Combita Las Mercedes N 05°41,475’; W 073°18,135 
Esp5a Combita Las Mercedes N 05°41,475’; W 073°18135’ 
Map2 Silvania Subia N 04°29,168’; W 74°22,176’ 
Map5 Silvania Subia N 04°29,168’; W 74°22,176’ 
Map4 Silvania Subia N 04°29,168’; W 74°22,176’ 
Map5a Silvania Subia N 04°29,168’; W 74°22,176’ 
Mil3 Pasca La Mesa N 04º18,519’; W74º18,013’ 
Pil1 Granada Santa Fe N 04°32,329’; W 74°19,521’ 
Pil1a Granada Santa Fe N 04°32,329’; W 74°19,521’ 
Pil2 Granada Santa Fe N 04°32,329’; W 74°19,521’ 
Pil5 Granada Santa Fe N 04°32,329’; W 74°19,521’ 
Pil5a Granada Santa Fe N 04°32,329’; W 74°19,521’ 
 
2.2 Identificación morfológica 
Teniendo en cuenta que las especies del género Fusarium corresponden a un grupo de 
hongos cosmopolitas ampliamente distribuidos en el ambiente, es común aislar más de 
una especie en una misma muestra; por esta razón se realizó el aislamiento de cada 
colonia identificada como Fusarium sp. en cajas de Petri de manera independiente, en 
medios de cultivo PDA y CLA, este último promueve la esporulación del hongo. La 
identificación se realizó hasta especie basados en el sistema reportado por Nelson et al 
(1983) y Leslie y Sumerrell (2007). La caracterización macroscópica fue realizada en medio 
PDA; las características evaluadas en este medio fueron: diámetro de crecimiento de la 
colonia en 10 días, presencia de micelio aéreo, color del micelio aéreo, color difuminado 
en el medio. Todos los aislamientos fueron incubados durante 10 días a 28 °C con periodos 
de luz/oscuridad de 12h. 
 
La observación microscópica se realizó a partir de 5 láminas por aislamiento preparadas 
de una colonia crecida en medio CLA durante 14 días. A las láminas se les adicionó agua 
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pero no se tiñeron con ningún tipo de colorante. Los parámetros microscópicos evaluados 
fueron: forma y tamaño de macroconidios, forma, presencia, y tipo de crecimiento de 
microconidios y clamidiosporas, y tipo de células conidiógenas. La longitud de las 
macroconidias fue medida en 50 de estas esporas por aislamiento, provenientes de dos 
cajas petri con medio CLA. Las estructuras fueron observadas en los objetivos de 40 y 
100X en un microscopio de contraste de fases ECLIPSE e600 NIKON. Las microfotografías 
fueron tomadas y analizadas con el software NIS elements. 
2.3 Caraterización molecular 
2.3.1 Extracción de ADN 
Para la extracción de ADN se usó el protocolo diseñado por la IAEA (Agencia Internacional 
para la Energía Atómica) (Makkar and McSweeney 2005), el cual fue ajustado para hongos 
miceliales. los aislamientos provenientes de cultivos monospóricos fueron incubados a 28 
°C durante dos semanas sobre medio PDA, el micelio aéreo producido durante este tiempo 
fue transferido mediante un raspado con cuchillas de carbono estériles a tubos eppendorf 
de 2 ml, en los cuales se había puesto con anterioridad 0.25 g de perlas de vidrio de 1.0 
mm de diámetro; los tubos con el micelio y las perlas fueron centrifugados a 14000 rpm 
durante 5 minutos, a cada tubo se adicionaron 1000 µl de buffer de lisis (2% SDS 100 mM 
Tris-HCl, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl), 100 µl de acetato de potasio 2M y 100 µl de agua 
grado molecular. Los tubos fueron sometidos a choque térmico en nitrógeno líquido 
durante tres minutos y después en agua caliente hasta descongelar las muestras por 
completo, éstas se agitaron en vórtex durante 2 minutos, el choque térmico se repitió una 
vez más. Los tubos fueron centrifugados a 14000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, se 
recuperaron 300 µl de sobrenadante en un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml y se 
adicionaron 600 µl de una matriz de ligamiento (Glassmilk: 3M Guanidine Isotiocinato y 5g 
de sílica). La solución se mezcló por inversión manual durante 5 minutos, se centrifugó 
durante 1 minuto a 10000 rpm a 4 °C y se eliminó el sobrenadante. A cada uno de los 
tubos se adicionó etanol frío al 70%, se mezclaron en vórtex durante 2 minutos y se 
centrifugaron durante 1 minuto a 10000 rpm. El sobrenadante fue descartado y el pellet de 
sílica resultante fue secado por inversión durante 12 horas a temperatura ambiente. Por 
último el pellet se resuspendió en 100 µl de agua grado molecular y fue llevado al vórtex 
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durante 2 minutos, se centrifugó durante 1 minuto a 10000 rpm y el sobrenadante fue 
transferido a un tubo eppendorf estéril. 
2.3.2 Condiciones de amplificación de regiones conservadas 
mediante PCR. 
Una vez obtenido el ADN de los aislamientos, se amplificaron mediante PCR 4 regiones 
conservadas (IGS, CO1, TEF1 y TUB) del genoma de este grupo de hongos. Para 
amplificar la región IGS (~2.5 Kb) del ADN ribosomal (rDNA), se utilizaron los primers NL11 
y DGSII (Cuadro 2-2) bajo las condiciones sugeridas por Llorens et al (2004): 1 ciclo de 85 
s a 94 °C, 35 ciclos de 35 s a 95 °C (denaturación), 55 s a 57 °C (anillamiento), dos minutos 
a 72 °C (extensión) y finalmente un ciclo de 10 minutos a 72 °C. Se incluyó agua como 
control negativo en cada una de las pruebas de amplificación para verificar la presencia de 
ADN contaminante en la mezcla de reactivos. También se amplificó una región del gen 
mitocondrial CO1 con los primers AhyFu-F y AhyFu-R (Cuadro 2-2) bajo las siguientes 
condiciones según Seifert et al (2007): 1 paso de 3 minutos a 95 °C, 35 ciclos de 60 s a 95 
°C (denaturación), 45 s a 56 °C (anillamiento) y 90 s a 72 °C (extensión), seguido por un 
paso final de 10 minutos a 72 °C. Para la amplificación del gen TEF1, se usaron los primers 
EF-1 y EF-2 (Cuadro 2-2) bajo las condiciones sugeridas por Geiser et al (2004): un paso 
inicial a 94 °C por 30 s, 40 ciclos a 94 °C por 30 s (denaturación), 54 °C por 30 s 
(anillamiento), 72 °C por 90 s (extensión), y un paso final de 72 °C for 10 min. Por último 
se amplificó un fragmento del gen que codifica para la β-tubulina (TUB) usando los primers 
T1 y T2 (Cuadro 2-2) bajo las condiciones de amplificación recomendadas por O’Donnell 
et al (1998): 5 minutos a 94 °C, 34 ciclos cada uno de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos 
a 62 °C, 1 minuto a 72 °C y por último un ciclo de extensión de 72 °C por 7 minutos. Las 
pruebas de PCR se llevaron a cabo a partir de una concentración de ADN de 15 ng y una 
mezcla de reactivos con la siguiente composición: buffer PCR 1 X (Invitrogen®), Albumina 
Sérica Bovina (BSA) 1 X, MgCl2 50 mM, mezcla de dNTPs 10 µM, 5 µM de cada uno de 
los primers, 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen®). El volumen final por reacción se ajustará 
a 25 µL con agua grado molecular. 
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Cuadro 2-2: Lista de primers usados para la amplificación mediante PCR de las 
regiones seleccionadas para la caracterización molecular 
Primer Secuencia Región Referencia 
DGSII CACAGGCCCATGCGATTCGAG IGS Llorens et al, 2006 
NL11 CTG AAC GCC TCT AAG TCA G IGS Tsavkelova et al, 2008 
AhyFu-F CTTAGTGGGCCAGGAGTTCAATA CO1 Scott et al, 2009 
AhyFu-R ACCTCAGGGTGTCCGAAGAAT CO1 Scott et al, 2009 
EF-1 ATGGGTAAGGARGACAAGAC TEF1 Geiser et al., 2004 
EF-2 GGARGTACCAGTSATCATG TEF1 Geiser et al., 2004 
T1 AAC ATG CGT GAG ATT GTA AGT TUB O’Donnell et al, 1998 
T2 TAG TGA CCC TTG GCC CAG TTG TUB  O’Donnell et al, 1998 
2.3.3 Electroforesis de los productos amplificados por PCR 
Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1% p/v en 
50 ml de TAE 1X durante 25 minutos a 100 voltios, usando como buffer de corrida TAE 1X 
y teñidos en 300 ml de una solución de bromuro de etidio a una concentración de 1 µL/100 
ml durante 20 minutos. Para determinar los tamaños de las bandas de los productos de 
amplificación, se utilizaron marcadores de peso molecular 1Kb (BIOLINE®). La 
visualización y registro de los productos de PCR se hizo en un documentador de geles 
(BIORAD®) bajo luz U.V. 
2.3.4 Secuenciación y análisis de regiones amplificadas por PCR 
Los productos de PCR de las regiones mencionadas fueron concentrados en SpeedVac 
de un volumen inicial de PCR de 200 µl a 50 µl, según las condiciones requeridas por el 
laboratorio especializado (MACROGEN®). Las secuencias obtenidas fueron editadas 
utilizando el programa CLC DNA WORKBENCH v 6.1 y comparadas con la base de datos 
no redundante (nr) del GenBank (NCBI) (Benson et al. 2008), usando el algoritmo BLAST 
(Altschul et al. 1997) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 
2.3.5 Restricción “In silico” de las regiones secuenciadas 
Para seleccionar la endonucleasas que se emplearon en los ensayos de PCR-RFLP, se 
realizó un análisis de restricción in silico con las secuencias obtenidas de los genes IGS, 
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TEF1, CO1 y TUB mediante el uso del software CLC DNA WORBENCH v. 6.6.2. Todas 
las secuencias fueron digeridas virtualmente con un listado de 25 enzimas (Cuadro 2-3) 
contenidas en este programa. Una enzima de restricción para cada región fue seleccionada 
para los análisis de PCR-RFLP, teniendo en cuenta el número de haplotipos generados 
por cada enzima. Previo al análisis “In silico” las secuencias  fueron alineadas con el 
software mencionado anteriormente. 
 
Cuadro 2-3: Listado de endonucleasas utilizadas en la pruebas de retricción “In silico” 
Enzima de restricción Punto de corte 
Temperatura de reacción 
DraI 5´-TTT/AAA-3´ 37 °C 
3´-AAA/TTT-5´ 
EcoRV 5’-GAT/ATC-3’ 37 °C 
3’-CTA/TAG-5’ 
KpnI 5´-GGTAC/C-3´ 37 °C 
3´-C/CATG G-5´ 
SmaI 5’-CCC/GGG-3’ 30 °C 
3’-GGG/CCC-5’ 
XbaI 5´-T/CTAGA-3´ 37 °C 
3´-AGATC T-5´ 
BamHI 5´-G/GATCC-3´ 37 °C 
3´-CCTAG/G-5´ 
BglII 5´-A /GATCT-3´ 37 °C 
3´-TCTAG /A-5´ 
StyI 5’-C/CWWG G-3’ 37 °C 
3’-G GWWC/C-5’ 
EaeI 5’-Y/G G C C  R-3’ 37 °C 
3’-R  C C G G/Y-5’ 
EcoRI 5´-GAATTC-´3 37 °C 
3´-CTTAAG-5´ 
SalI 5´-G/TCGA C-3´ 37 °C 
3´-C AGCT/G-5´ 
HindIII 5´-A/AGCT   T-3´ 37 °C 
3´-T   TCGA/A-5´ 
MseI 5´-T/ TAA-3´ 37 °C 
3´-AAT /T-5´ 
BsteI 5´-G /GTNACC-3´ 60 °C 
3´-CCANTG /G-5´ 
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Cuadro 2-3:  continuación 
CfoI 5´-G CGC-3´ 37 °C 
3´-CGC G-5´ 
ApoI 5´-R/ AATTY-3´ 50 °C 
3´-YTTAA /R-5´ 
HaeIII 5´-GG/CC-3 37 °C 
3´-CC/GG-5´ 
DdeI 5´-C/TNAG-3´ 37 °C 
3´-GANT/C-5´ 
HinfI 5´-G/ANTC-3´ 37 °C 
3´-CTNA/G-5´ 
MspI 5´-C/CGG-3´ 37 °C 
3´-GGC/C-5´ 
MboI 5´-N/GATCN-3´ 37 °C 
3´-NCTAG/N-5´ 
HpaII 5´-C/CGG-3´ 37 °C 
´3´-GGC/C-5´ 
RsaI 5´-GT/AC-3´ 37 °C 
3´-CA/TG-5´ 
AluI 5´-AG/CT-3´ 37 °C 
3´-TC/GA-5´ 
TaqI 5´-T/CGA-3´ 65 °C 
3´-AGC/T-5´ 
 
2.3.6 Análisis de restricción de las regiones secuenciadas (PCR-
RFLP) 
Los productos de PCR de las regiones escogidas para este estudio fueron digeridos con 
las enzimas seleccionadas en los análisis “in silico”. Las digestiones se realizaron en tubos 
eppendorf de 0,2 ml e incubados en un termociclador ESCO a la temperatura de reacción 
de la enzima correspondiente (Cuadro 2-3). Los volúmenes finales de digestión para cada 
producto amplificado fueron de 20 µl. Cada reacción se compuso de 0,1 mg/µl de Albumina 
de Suero Bovina (BSA) (0,2 µl), 1U de enzima (0,5 µl), Buffer 1X (2 µl), 7,3 µl de agua 
grado molecular y 10 µl de producto de PCR. Todas las reacciones fueron procesadas 
según las recomendaciones del fabricante. 
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2.3.7 Perfil electroforético 
Para observar y separar los productos de restricción, se corrieron electroforesis en geles 
de agarosa al 2,5% (p/v) en buffer TAE 1X (Tris-acetato-EDTA), con 0,04 µl/ml de bromuro 
de etidio. La electroforesis fue llevada a cabo en una cámara SAVANT a 35V durante 3 h. 
En cada pozo se sembró 5µl de producto de restricción mezclado con 5µl de buffer de 
carga 5X y se utilizaron los marcadores de peso molecular 100 lanes HyperladderTM IV de 
BIOLINE (100 pb) y 1Kb plus DNA ladder de InvitrogenTM, dependiendo del tamaño del 
fragmento amplificado. Las bandas fueron visualizadas y fotografiadas en un 
documentador de geles Molecular Imager® Gel Doc™ XR (BIORAD). 
2.3.8 Analisis filogenético 
Las imágenes de los geles obtenidos en formato digital fueron analizadas con el programa 
Quantity One® de BIORAD. A partir de la imagen obtenida se realizó un análisis de cluster 
con el método UPGMA (del inglés Unweighted Pair Group Arithmetic Mean) y el coeficiente 
de similitud de Dice mediante la ayuda del programa. Este programa asigna un número a 
cada una de las bandas que mostraron una movilidad electroforética diferente; las cuales 
se comparan entre sí y se codifican con 0 y 1 de acuerdo al registro de ausencia y 
presencia. Los pesos moleculares de cada banda también fueron obtenidos por el software 
mencionado mediante una regresión lineal. 
2.4 Resultados 
2.4.1 Caracterización morfológica 
Los análisis macroscópicos de morfología revelan que todos los aislamientos muestran 
características típicas de la especie Fusarium oxysporum Schlecht. emend. Snyd. & Hans. 
Todos aislamientos cultivados en medio PDA, presentan tasa de crecimiento rápida (9 o 
más de 9cm de diámetro en diez días de incubación), micelio aéreo blanco, purpura claro 
o rosa, con abundante producción de microconidios, los medios de cultivo mostraron 
diversas coloraciones que iban desde el blanco hasta el violeta oscuro (Figura 2-1). 
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Figura 2-1: Coloraciones presentadas en medio PDA por los aislamientos de F. 
oxysporum. En la figura se muestran las coloraciones producidas (a, c, e, g, i, k y m) en la 
vista frontal y (b, d, f, h, j, l y n) en el reverso de los aislamientos (a y b) Bra2, (c y d) Dia1, 
(e y f) Esm3, (g y h) Esp1, (i y j) Mil3, (k y l ) Map5 y (m y n) Pil1. 
 
Las características microscópicas encontradas en todos los aislamientos son típicas de la 
especie Fusarium oxysporum, de acuerdo con la clave de Nelson et al (1983) y el manual 
de laboratorio de Leslie y Summerell (2007). 
Los rasgos microscópicos de la especie F.oxysporum encontrados fueron:  
 Microconidios: Se observó una alta producción de microconidios ovales (Figura 2-2) 
o reniformes embebidos en el medio de cultivo y sobre el micelio aéreo: Los microconidios 
se encontraron creciendo en falsas cabezas (Figura 2-3), en ninguno de los aislamientos 
se observaron microconidios creciendo en cadenas. Se presentó una escasa formación de 
microconidios con un septo o más. 
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Figura 2-2: Microconidios ovales (a) y reniformes (b) observados en los 25 aislamientos 
de F. oxysporum. 
 
Figura 2-3: Microconidios de un aislamiento de F. oxysporum creciendo en falsa 
cabeza. 
 
 Clamidiosporas: 
Abundante y rápido crecimiento de clamidiosporas de pared lisa, aparecen de manera 
intercalar o terminal sencillas, en pares o en cadenas cortas (Figura 2-4). En ninguno de 
los aislamientos se encontraron clamidiosporas creciendo dentro de los macroconidios o 
a 
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en cadenas largas, la presencia de clamidiosporas solo fue observable en medio CLA, ya 
que estas son producidas por el hongo en ambientes con bajos nutrientes como el que 
ofrece este medio, o naturalmente cuando no hay un hospedero que colonizar. 
Figura 2-4: Clamidiosporas (a) intercalares sencillas y en pares, (b) terminales y (c) en 
cadenas cortas. 
 
 Macroconidios: En su mayoría de tamaño medio, con septos, ligeramente curvados 
de pared delgada y célula basal en forma de pie (Figura 2-5). Todos los aislamientos 
presentaron macroconidios con paredes ventrales y dorsales paralelas, las curvaturas 
típicas en forma de canoa fueron evidentes en las células basales y apicales. La longitud 
de los macroconidios en todos los aislamientos varió entre los 24,31 µm (Esm3) y los 47,98 
µm (Bra2), siendo el valor promedio para todos los aislamientos de 31,31 µm (Figura 2-6) 
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Figura 2-5:  Macroconidios típicos de la especie F. oxysporum 
 
Figura 2-6: Longitud promedio de macroconidios observados en los aislamientos de F. 
oxysporum 
 
 
 Células conidiogenas: Abundantes monofiálides cortas (sin ramificar), produciendo 
microconidios en falsas cabezas (Figura 2-7). En ninguno de los aislamientos 
identificados se encontraron polifiálides. 
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Figura 2-7:  falsas cabezas sobre monofiálides cortas. 
 
2.4.2 Caracterización molecular 
Las concentraciones y purezas de los ADNs extraídos fueron cuantificadas por 
espectrofotometría con ayuda de NANODROP® ND-1000, con el fin de comprobar si 
podían usarse en pruebas de amplificación por PCR. De acuerdo a los resultados 
obtenidos, los ADNs mostraron un grado de pureza (Absorbancía A260/A280 entre 1,8 y 2,1) 
y concentración (entre 30 y 120 ng/µl) óptimos para realizar las pruebas moleculares. 
 
 Análisis de secuencias: 
Los resultados obtenidos para la región CO1 con el primer CO1 Fw demuestran que todos 
los aislamientos analizados fueron identificados como F oxysporum según la base de datos 
de la NCBI y la herramienta de alineamiento BLASTn. Los porcentajes de identidad y de 
cobertura obtenidos estuvieron entre el 100% y 99% y el valor E en todos los casos fue de 
0.0. Para todos los aislamientos se observó un alto grado de similitud con la cepa 
fitopatógena de Fusarium oxysporum F11 (AY945289.1) y la secuencia parcial reportada 
para el gen CO1 de Fusarium boothii voucher DAOM 2356240.1 (FJ501229.1). 
 
34 Caracterización de aislamientos de Fusarium spp. obtenidos de zonas 
productoras de uchuva (Physalis peruviana) en Cundinamarca y Boyacá 
 
El tamaño de la porción amplificada y analizada del gen TEF1 varío entre 616 y 652 pb 
para los aislamientos. Todas las secuencias obtenidas para este gen tuvieron porcentajes 
de cobertura e identidad entre el 99% y 100% con 3 introducciones de Fusarium 
oxysporum. Quince de las secuencias analizadas tuvieron porcentajes de identidad del 
100% con la accesión del GenBank DQ016280.1, perteneciente al aislamiento 9449K de 
F. oxysporum. Aislado de suelo proveniente de bosques de coníferas (Cuadro 2-4). Ocho 
de las secuencias tuvieron un porcentaje de identidad del 99% con la accesión 
EU313533.1 de F. oxysporum aislado de plantas de Lotus (Lotus corniculatus) o trébol pata 
de pájaro. Los dos aislamientos restantes tuvieron porcentajes del 100% con las 
accesiones FJ939699.1 y DQ465933.1 pertenecientes aislamientos de F. oxysporum f.sp 
betae (obtenido de remolacha azucarera) y F. oxysporum f. sp cubensis, respectivamente 
(Cuadro 2-4). 
 
Los tamaños obtenidos de las secuencias del gen TUB variaron entre 469 pb y 565 pb. 
Todos los aislamientos tuvieron porcentajes de identidad entre el 98 y 100% con 
accesiones de F. oxysporum en el GenBank; dos de estas accesiones pertenecen a 
aislamientos con formas especiales definidas (phaseoli y radicis-lycopersici) (Cuadro 2-4). 
 
Las secuencias obtenidas del espaciador intergénico (IGS) fueron más diversas en lo que 
respecta al número de accesiones con las cuales se encontró mayor identidad. Los 
tamaños de las secuencias obtenidas para esta región varíaron entre los 936 y 580 pb. 
Entre las accesiones evaluadas para esta región se encontraron aislamientos de formas 
especiales raphani, dianthii y lactucae con porcentajes de identidad entre el 93 y 100% 
(Cuadro 2-4).Las secuencias obtenidas de las regiones EF1, TUB e IGS fueron 
consignadas en la Base de datos del GenBank (Cuadro 2-5) 
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Cuadro 2-4: Resultados del alineamiento con la base de datos de la NCBI de las 
regiones utilizadas para la identificación molecular 
Región 
génica 
Aislamientos 
Número de 
aislamientos 
Accesión 
Porcentaje 
de identidad 
CO1 
Bra2, Dia1, Dia2, Dia3a, 
Dia3b, Dia5, Esm5, Esm5a, 
Esp1, Esp5, Esp5a, Map5a, 
Mil3, Pil1a, Pil5a  
25 
FJ501229.1:  Fusarium boothii 
voucher COI gene, partial 
sequence 
99-100 
25 
AY945289.1: Fusarium 
oxysporum strain F11 
mitochondrion, complete 
genome 
99-100 
T
E
F
1
 
Bra3, Dia1,Dia3b, Esp1, Esp5, 
Map2, Map4, Map5, Map5a, 
Mil3, Pil1, Pil1a Pil2, Pil5, 
Pil5a  
15 
DQ016280.1: Fusarium 
oxysporum isolate 9449K  
99-100 
Dia 2 1 
EU313533.1: Fusarium 
oxysporum isolate 166  
99 
Bra2 1 
DQ465933.1:Fusarium 
oxysporum isolate SAT77 
100 
Dia3, Esm3, Esm5, Esm5a, 
Esp5a 
8 
EU313533.1: Fusarium 
oxysporum isolate FoChz10c 
99 
 (
IG
S
) 
Bra3, Map5a, Esp5a, Map5, 
Pil5, Mil3, Pil1a, Pil5a, Dia3b, 
Esp1 
9 
JQ585783.1: Fusarium 
oxysporum f. sp. dianthi strain 
Fod 84 28S. 
99-100 
Dia3, Map4, Esm5a, Dia1, 
Dia5  
5 
JQ585795.1: Fusarium 
oxysporum f. sp. dianthi strain 
Fod 828 28S 
98-99 
Dia2, Esp5 2 
GU001824.1: Fusarium 
oxysporum f. sp. raphani 
strain FR-0/02 28S 
98 
Esm5 1 
GU001826.1: Fusarium 
oxysporum f. sp. raphani 
strain FR-7/02 28S 
99 
Bra4 1 
DQ831889.1: Fusarium 
oxysporum f. sp lactucae 
isolate NRRL26954 
93 
Pil2 1 
 GU001861.1: Fusarium 
oxysporum f. sp. raphani 
strain FR-1/06 28S 
97-99 
Esm3 1 
JQ585782.1: Fusarium 
oxysporum f. sp. dianthi strain 
Fod 78 28S 
98 
Bra2 1 
JQ585796.1: Fusarium 
oxysporum f. sp. dianthi strain 
Fod 593 28S 
98 
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Cuadro 2-4: continuación. 
T
U
B
 
Bra2, Dia1, Dia2, Dia3a, 
Dia3b, Dia5, Esm5, Esm5a, 
Esp1, Esp5, Esp5a, Map5a, 
Mil3, Pil1a, Pil5a      
15 
EF450110.1: Fusarium 
oxysporum f. sp. phaseoli 
beta-tubulin (btubfox) gene 
99-100 
Bra3, Esm3, Map2,Map4, 
Map5, Pil1, Pil2, Pil5   
8 
AY627278.1: Fusarium 
oxysporum strain KSU 12910 
beta-tubulin gene 
100 
Dia3 1 
AF008545.1: Fusarium 
oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici NRRL 26381 
100 
 
Cuadro 2-5: Lista de secuencias consignadas en el GenBank. Las celdas que contienen 
líneas punteadas indican que esas secuencias se encuentran en proceso de revisión por 
el GenBank. 
Aislamiento 
Código de accesión en el GenBank 
IGS EF1 TUB 
Bra2 JX465170 JX465129   JX258849 
Bra3  JX465155    JX465108  JX233488 
Bra4  JX465165 JX465130 JX465130 
Dia1  JX465167  JX465109  JX242898 
Dia2 JX465158 JX465110  JX465133 
Dia3 JX465156 JX465111   JX465134  
Dia3a …..  JX465131  JX465135 
Dia3b  JX465172  JX465112 JX465136 
Dia5  JX465168   JX465132 JX465129 
Esm3 …..  JX465113   JX465137  
Esm5 JX465164 JX465114 JX465138 
Esm5a  JX465166 JX465115 JX465139  
Esp1 ….. JX465116 JX465140 
Esp5 JX465159  JX465117  JX465141 
Esp5a JX465160 JX465118  JX465142 
Map2 JX465154 JX465119 JX465143 
Map4 JX465162 JX465120 JX465144 
Map5  JX465161 JX465121  JX465145 
Map5a JX465157 JX465122  JX465146 
Mil3 ….. JX465123  JX465147 
Pil1  JX465171   JX465124 JX465148 
Pil1a …..  JX465125  JX465149 
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Cuadro 2-5: continuación 
Pil2  JX465169 JX465126 JX465150 
Pil5 JX465163 JX465127  JX465151 
Pil5a …..  JX465128 JX465152 
 Analisis de Restricción 
Los análisis de restricción “in silico” permitieron seleccionar 3 enzimas, de una lista inicial 
de 25. Las endonucleasas fueron escogidas de acuerdo al número de haplotipos que 
generaron en los diferentes grupos de secuencias (Cuadro 2-6). Para cada gen o región 
fue elegida una enzima, excepto para el gen CO1, ya que el número de haplotipos que se 
obtuvo fue muy bajo (Cuadro 2-6). Las enzimas seleccionadas para los análisis de 
restricción “in vitro” fueron: CfoI para TEF1, AluI para la región IGS y BglII para la región 
TUB. 
Cuadro 2-6:  Haplotipos generados a partir de la restricción enzimática de cada una de 
las regiones evaluadas 
Región génica 
Enzima de 
restricción 
Número. de 
haplotipos 
TUB 
BglII 2 
MboI 2 
HaeIII 2 
TEF1 
TaqI 3 
MseI 2 
ApoI 4 
CfoI 4 
HaeIII 3 
DdeI 3 
HinfI 4 
Citocromo Oxidasa 1 
HpaII 1 
MseI 1 
MspI 1 
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Cuadro 2-6: continuación 
Inter Genic Spacer (IGS) 
AluI 6 
ApoI 3 
BglII 2 
BsetI 2 
CfoI 7 
DdeI 5 
EaeI 5 
HinfI 4 
HpaII 6 
MboI 4 
MseI 4 
MspI 4 
RsaI 5 
SalII 2 
TaqI 2 
 
 Región TEF1 digerida con la enzima CfoI: 
Con esta enzima se obtuvieron 3 haplotipos a partir de los diferentes aislamientos 
analizados, dentro de los cuales se incluyeron aislamientos de gulupa pertencientes a las 
especies F. oxysporum y F. solani . Para  cada patrón de corte se encontraron entre 1 y 3 
bandas (Figura 2-6). Varios de los aislamientos provenientes de Arcabuco (finca El 
Bracito), Pasca (El Diamante), Granada (La Esmeralda) y Combita (La Esperanza) no 
fueron cortados por la enzima, lo que también representa diferencias entre los aislamientos 
analizados. Las muestras obtenidas de gulupa, no presentaron haplotipos en común con 
los aislamientos de uchuva, sin embargo, a pesar de ser aislamientos de dos especies 
diferentes, estos sí presentan el mismo haplotipo. 
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Utilizando el índice de Dice y un 75% de similaridad, se conformaron tres clusters los cuales  
no están relacionados con el patotipo ni con el origen geográfico, a excepción de los 
aislamientos de las fincas La Maporita, La Milagrosa y la Pila (Figura 2-8 y Figura 2-9). Los 
aislamientos obtenidos de plantas de gulupa, conformaron un cluster aparte, 
considerablemente distanciado del grupo obtenido de uchuva. 
Figura 2-8: Gel de restricción de TEF1 con la enzima CfoI. 
 
1Marcador de peso molecular HyperLadder™ 100bp (HyperLadder IV) de Bioline. 
Figura 2-9: Análisis de agrupamiento UPGMA del gen TEF1  con la endonucleasa CfoI. 
La línea vertical representa el porcentaje de similaridad establecido (75%) 
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 Región TUB digerida con BglII:  
Solo dos haplotipos fueron obtenidos con esta enzima, incluyendo los aislamientos de 
gulupa. Todos los aislamientos de uchuva presentaron el mismo patrón de bandeo. Los 
resultados obtenidos in silico no se relacionan con los obtenidos en las pruebas in vitro, ya 
que se esperaba un número mayor de haplotipos y un mayor porcentaje de polimorfismo 
(Figura 2-10).  
 
De acuerdo con el metódo de agrupamiento UPGMA y usando un porcentaje de similaridad 
del 75%, se generaron dos clúster que muestran claramente la diferencia entre los 
aislamientos obtenidos de plantas de uchuva y los obtenidos de gulupa. Se confirma que 
no hay ninguna distinción entre los individuos de uchuva (Figura 2-11). 
Figura 2-10: Gel de restricción de TUB con la endonucleasa BglII. 
 
1Marcador de peso molecular. Para este gel se usó el marcador HyperLadder™ 100bp 
(HyperLadder IV) de Bioline. 
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Figura 2-11: Análisis de agrupamiento UPGMA para el gen TUB cortado con la enzima 
de restricción BglII. la línea vertical representa el porcentaje de similaridad establecido 
(75%) 
 
 Región IGS digerida con Alu I: 
IGS fue la región que más divergencia presentó de las tres evaluadas por PCR-RFLP. La 
digestión de esta porción de rDNA con la enzima AluI reveló la presencia de 4 haplotipos 
con 5 a 6 bandas en cada uno. Al igual que TEF1 y TUB, los aislamientos de las fincas La 
Maporita, La Milagrosa y La Pila presentan el mismo patrón de bandeo. La finca el Bracito 
presenta individuos con perfiles electroforéticos diferentes, lo que demuestra la diversidad 
genética de aislamientos patogénicos que pueden encontrarse dentro de un mismo predio 
(Figura 2-12).  
 
El análisis de filogenia generó 4 clustres, que no se relacionan ni patogénica ni 
geográficamente. De los aislamientos de gulupa, F. solani fue el único que se separó 
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considerablemente de la colección obtenida de uchuva F oxysporum se mezcla junto con 
los demás individuos  (Figura 2-13). Al igual que TEF1 y TUB, La restricción de IGS con 
AluI no permite discriminar entre los distintos grupos de virulencia generados en las 
pruebas de patogenicidad.  
Figura 2-12: Gel de restricción de IGS con la enzima AluI. 
 
1Marcador de peso molecular. Para este gel se usó el marcador 1 Kb plus de Invitrogen™. 
 
Figura 2-13: Análisis de agrupamiento UPGMA para la región IGS cortada con la enzima 
de restricción Alu I. la línea roja representa el porcentaje de similaridad establecido (75%) 
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2.5 Discusión 
Para el establecimiento de estrategias de control de enfermedades en plantas se requiere 
un buen entendimiento a nivel taxonómico y filogenético de los organismos causantes de 
la enfermedad. Para el marchitamiento vascular de la uchuva, no se ha hecho una 
caracterización profunda del patógeno, se han propuesto varias especies de Fusarium 
como causantes de la enfermedad (M. Rodriguez and Montilla 2009). Sin embargo no se 
ha caracterizado molecularmente el patógeno ni se ha estudiado su diversidad molecular 
que pueda explicar su evolución dentro y entre especies. Con el ánimo de comenzar a 
resolver todas estas inquietudes, el presente trabajo muestra un análisis no sólo de tipo 
morfológico y molecular sino también patógenico del agente causal de la enfermedad 
presente en dos de las zonas productoras más importantes y seriamente afectadas del 
país.  
 
La caracterización morfológica, macro y microscópica, de 25 aislamientos obtenidos en 
zonas productoras de Cundinamarca y Boyacá, permitió clasificar los asilamientos dentro 
de la especie F. oxysporum gracias a la presencia de rasgos como: la formación de 
microconidios en falsas cabezas sobre monofiálides cortas, presencia de clamidiosporas y 
macroconidios de tamaño medio con tres septos y, célula basal en forma de pie. Las 
longitudes de las macroconidias examinadas se encuentran dentro de los rangos 
reportados por varios autores (Ortiz 2012; Hussain et al. 2012; P. Nelson et al. 1983) al 
igual que el resto de atributos microscópicos encontrados en los microconidios y células 
conidiógenas; no obstante, la formación de clamidiosporas en cadenas cortas o clusters, 
tal como se describen en este trabajo, no son características de la especie F. oxysporum 
según la clave de Nelson et al (1983), aunque en el manual de laboratorio de Fusarium de 
Leslie y Summerell del 2007 se reportan estos dos rasgos secundarios como típicos de la 
especie. 
 
La uniformidad morfológica de los aislamientos concuerda con lo reportado en estudios 
donde cepas de la misma especie y forma especial aunque presenten leves diferencias, 
se clasifican dentro del mismo morfotipo (Zaccardelli et al. 2006); sin embargo, se han 
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reportado casos en donde aislamientos de una misma especie pueden mostrar dos 
morfotipos diferentes (Kosiak et al. 2005), lo que indica que la morfología es un paso 
inevitable, de suma importancia y extremo cuidado en la caracterización de fitopatógenos 
del género Fusarium, la cual debe ser complementada por otros métodos de microbiología 
clásica y molecular, por esta razón este tipo de caracterizaciones fueron tomadas en 
cuenta en este estudio. 
 
Además de los caracteres morfológicos, la presencia nula de otras especies diferentes a 
F. oxysporum dentro de la recolección de muestras y durante el proceso de aislamiento, 
sugiere que esta es la especie del agente causal de la marchitez vascular en uchuva. 
 
Tal vez una de las especies con mayor similitud morfológica a F. oxysporum es F. solani, 
esta última ha sido reportada como agente causal de la enfermedad en uchuva. Uno de 
los atributos que diferencia estas dos especies es la longitud de las células conidiógenas 
que soportan las falsas cabezas, que para el caso de F. oxysporum son mucho más cortas 
que las de F. solani, sin embargo, en este trabajo, todas las monofiálides observadas son 
de longitud corta; adicionalmente, al realizar cortes longitudinales a las muestras 
colectadas y clasificadas como marchitez ascendente, se pudo constatar que los tejidos 
afectados mostraban coloraciones rosa a marrón y necrosis del tejido xilemático, 
sintomatología típica de F. oxysporum (Figura 2-14), contrario a la sintomatología 
ocasionada por F. solani caracterizada por una marchitez descendente debido a la necrosis 
de los vasos conductores que conforman el floema. 
2. Caracterización morfológica y molecular de aislamientos de Fusarium 
spp 
45 
 
Figura 2-14: Sintomatología interna en tallos afectados por F. oxysporum. Los conductos 
xilemáticos adquieren una coloración rojiza tal como se puede observar en (a) un corte 
longitudinal  y (b) corte transversal de un tallo infectado. 
 
La caracterización de patógenos a nivel molecular es también de vital importancia en la 
formulación de estrategias de control para una enfermedad específica, sobre todo en 
aquellas en las que no se ha generado la información necesaria, y por lo tanto se hace 
indispensable el uso de técnicas moleculares como la secuenciación de regiones 
específicas de ADN mediante PCR. Entre las ventajas de realizar caracterizaciones 
moleculares se destacan: la diferenciación rápida y eficiente que se observa entre 
individuos de la misma especie, la rapidez en el desarrollo de las pruebas y el bajo nivel 
de experiencia que se requiere en comparación con los análisis de tipo morfológico (Nel 
(Nel et al. 2006; Zaccardelli et al. 2006; Llorens et al. 2004; Riveros B. et al. 2001) 
 
Para el caso de Fusarium, diferentes estudios han demostrado la utilización de estas 
regiones específicas del genoma no solo para la identificación, sino también han sido 
herramientas eficaces para comprender la biología y la estructura de poblaciones. Dentro 
de las regiones estudiadas en este patógeno se han reportado: una región del factor de 
translación y de elongación correspondiente al gen (1α) (655 pb) (EF1), la región entera 
(IGS) (~2.5 kb) correspondiente al espaciador intergénico ribosomal nuclear, una porción 
del gen mitocondrial CO1 (Gilmore et al. 2009) y una porción del gen constitutivo que 
codifica para la β-tubulina (TUB) (M. Bogale et al. 2009). 
 
b a 
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La comparación de las secuencias obtenidas con aquellas consignadas en el GenBank, 
permitió confirmar la información obtenida en los análisis morfológicos destinados a la 
determinación de especie. A pesar de que todos los alineamientos realizados con la base 
de datos del NCBI revelan porcentajes de identidad entre el 97 y 100%, existen diferencias 
marcadas en el número de secuencias reportadas con las cuales los aislamientos tuvieron 
mayores porcentajes de homología para cada región (Cuadro 2-4). Teniendo en cuenta los 
resultados obtenidos con las regiones analizadas, los asilamientos Dia3b, Esp1, Pil1a, 
Pil5a y Map5a fueron idénticos frente a las accesiones reportadas en la base de datos del 
GenBank, lo que sugiere que pueden tratarse de un mismo aislamiento.  
 
A pesar de que todas las secuencias de CO1 pertenecieron a F. oxsyporum, también se 
encontró un alto porcentaje del 99% similitud con una secuencia de F. boothi; esto puede 
ser atribuído a que CO1 tiene múltiples copias parálogas y una baja resolución dentro de 
este género, por lo tanto este gen es un marcador poco informativo para la diferenciación 
de dos cepas de la misma especie (Gilmore et al. 2009). Además, el hecho de que todas 
las secuencias de CO1 hubieran tenido los mismos valores de homología y cubrimiento 
con la misma accesión de F.oxysporum contenida en la base de datos del GenBank (ver 
Cuadro 2-9), demuestra la poca divergencia que puede exhibir este gen. 
 
A diferencia de lo obtenido en los análisis realizados con el gen CO1, la secuenciación de 
las regiones génicas EF1, IGS y TUB, respaldan sólidamente el resultado logrado con la 
caracterización morfológica. Con estas regiones se presentaron porcentajes de identidad 
o cobertura con secuencias reportadas en el GenBank pertenecientes a la especie F. 
oxysporum. De acuerdo a lo resultados obtenidos se confirma que EF1, es uno de los 
genes más informativos utilizados en estudios taxonómicos para el género, puesto que 
codifica una parte esencial en la maquinaria de traducción y; además presenta ventajas 
como, i) La no detección de copias no-ortólogas en Fusarium, (ii) primers universales que 
trabajan a través del ancho filogenético del género y (iii) es altamente informativo a nivel 
de especie (Geiser et al, 2004). De igual manera, la región IGS y el gen TUB, fueron 
informativas a nivel de especie, confirmando a F.oxysporum como el agente causal de la 
marchitez vascular.  
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El espaciador intergénico (IGS) es comúnmente usado para caracterización molecular 
gracias a su tamaño, lo que aumenta las probabilidades de encontrar mayores diferencias 
entre especies del mismo género. Adicionalmente, se ha demostrado que evoluciona a una 
tasa más rápida que otros espaciadores ribosomales como los ITS, lo que permite ver 
diferencias no solo a nivel interespecífico, sino también intraespecífico (Nel et al 2006). Así 
mismo, se ha demostrado que los análisis de secuencia con porciones del gen TUB, 
funcionan de manera eficiente en la determinación de especies en Fusarium (Yli-Mattila et 
al. 2004; Hill et al. 2011) y en otros hongos (Tsai et al. 1994), a pesar de que algunos 
autores han reportado la posible presencia de copias parálogas de este gen (M. Bogale et 
al. 2009). 
  
En cuanto a los resultados obtenidos con PCR-RFLP, los análisis no permiten relacionar 
filogenética, geográfica ni patogénicamente los aislamientos de este estudio, pues ninguno 
de los agrupamientos generados en los análisis UPGMA se relacionan con el origen 
geográfico ni con el nivel de virulencia de los aislamientos; esto posiblemente puede ser 
debido a un potencial origen polifilético de la forma especial de la especie en cuestión, tal 
como lo encontró Hill et al (2010) en un grupo de 86 cepas de F. oxysporum f.sp betae. 
 
La digestión con AluI de la región IGS, permitió ver diferencias marcadas entre los 
aislamientos colectados en cultivos de uchuva. Dentro del árbol filogenético pueden 
observarse tres clusters, que como ocurre con los otros marcadores moleculares, no tienen 
relación geográfica. Es importante notar que en uno de estos clados se agrupan todos los 
aislamientos de las fincas La Maporita (Silvania), La Pila (Granada) y la Milagrosa (Pasca), 
puesto que este grupo en su mayoría pertenecen al conjunto de aislamientos altamente 
virulentos. La clara separación entre F. solani y F. oxysporum concuerda con el trabajo de 
Llorens et al (2006) en donde se usó esta misma región y la misma enzima de restricción 
para separar cepas de F. oxysporum, F. poae, F. culmorum y G. fujikuroi. Así mismo, la 
variación genética encontrada es semejante a la reportada por Nagarajan et al (2004), para 
aislamientos de F. oxysporum f.sp fragarie. Estos resultados confirman la utilidad de esta 
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región, pues debido a su gran variabilidad interespecifíca, la región IGS no solo es de gran 
utilidad para estudios de caracterización, sino también es empleada para la búsqueda de 
herramientas de diagnóstico que permiten clasificar razas de la misma forma especial (Dita 
et al. 2010) 
 
Los análisis de restricción del gen TUB muestran que no existen diiferencias entre los 
aislamientos colectados de uchuva, sin embargo este marcador sirvió para discriminar 
entre aislamientos de uchuva y de gulupa, lo que confirma que este gen es de gran utilidad 
para diferenciación interespecífica y para la generación de herramientas de detección y 
diagnóstico de cepas patogénicas para Physalis. La baja resolución intraespecifica de TUB 
revela que el empleo de este gen no es la mejor alternativa cuando el objetivo es relacionar 
filogenéticamente la misma especie, pero sí para la diferenciación de cepas de F. 
oxysporum con individuos de taxa estrechamente relacionados como se ha demostrado 
para F. lactis (Van Poucke et al. 2012), F. solani (Bogale et al. 2009) y F. foetens (Schroers 
et al. 2004), adicionalmente, los resultados muestran que TUB tiene un alto grado de 
conservación y por lo tanto no es un buen marcador molecular para determinar diferencias 
entre aislamientos de la misma forma especial. 
 
La presencia de tres haplotipos y de tres clústers generados con la digestión del gen EF-
1α con la enzima CfoI, evidencia un bajo número de polimorfismos entre las muestras 
analizadas, además de no mostrar ninguna relación geográfica, patogénica y filogenética 
entre ellos. No obstante, el análisis Filogenético realizado muestra un cluster con los 
aislamientos obtenidos de gulupa, considerablemente distanciado de aquellos que fueron 
obtenidos de uchuva, lo que sugiere que EF-1α podría ser un buen marcador para 
discriminar aislamientos de diferentes formas especiales.  
 
Tal como se demostró para los otros dos marcadores, los aislamientos de La Pila, La 
Milagrosa y La Maporita forman un solo grupo, y al igual que con TUB, existe una clara 
diferencia entre los aislamientos colectados en P. peruviana y en P. edulis. A pesar de que 
la técnica PCR-RFLP utilizando regiones del gen EF1 se ha usado con éxito para la 
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determinación de relaciones evolutivas entre cepas de F. oxysporum f.sp lycopersici y F. 
oxysporum f.sp radisici-lycopercisi (Lievens et al. 2009), el bajo nivel de divergencia 
encontrado en este trabajo, así como la dificultad de establecer relaciones filogenéticas 
entre los aislamientos analizados, puede deberse al número reducido de muestras 
incluídas en este estudio; por lo tanto se recomienda ampliar la colección con más 
aislamientos no solo obtenidos de uchuva en diferentes zonas de Colombia y del mundo, 
sino también con cepas de diferentes formas especiales, con el fin de esclarecer los 
orígenes filogenéticos del organismo causal de la marchitez vascular en P. peruviana. 
 
Una posible explicación para la falta de concordancia entre el origen geográfico y los 
grupos filogenéticos, puede ser atribuido a una dispersión de cepas de F. oxysporum en el 
material de propagación vegetal, desde las primeras zonas productoras hacia zonas libres 
de la enfermedad. Esta teoría es fácilmente explicable ya que durante los primeros años 
de establecimiento del cultivo en el departamento de Cundinamarca, las técnicas de 
producción se basaban en su mayoría en conocimientos empíricos, por ende el manejo 
fitosanitario era deficiente y adicionalmente, no existían medidas de exclusión para esta 
enfermedad. Una vez el patógeno comenzó a generar pérdidas económicas considerables 
en Cundinamarca, los productores comenzaron a desplazarse hacia Boyacá, llevando 
cepas patogénicas en el material de propagación. 
 
  
 
3. Evaluación de la patogenicidad de 
aislamientos de Fusarium spp en 
invernadero y en campo 
3.1 Evaluación de la patogenicidad en invernadero 
Con el fin de evaluar la patogenicidad de los aislamientos obtenidos durante este estudio 
(Cuadro 2-1), cada uno de ellos se inoculó, bajo condiciones de invernadero, en plantas 
de la introducción 09U166 de P. peruviana altamente susceptible a la marchitez vascular 
y perteneciente a la colección del banco de germoplasma de uchuva de CORPOICA. 
3.1.1 Obtención del inóculo 
El inóculo se preparó de acuerdo a la metodología descrita por Namiki et al, (Namiki et al. 
1994) con algunas modificaciones. Los aislamientos se cultivaron de manera individual en 
150 ml de medio PDB (Potato dextrose Broth) durante 10 días a 28 °C en agitación 
constante, posteriormente los cultivos se filtraron a través de tres capas de gasa estéril y 
se centrifugaron en tubos falcon de 50 ml durante 10 minutos a 2000 rpm; el pellet de 
conidios se resuspendió en agua estéril y se ajustó a una concentración de 1*105 
conidios/ml mediante conteo en cámara de Neubauer. 
3.1.2 Inoculación de los aislamientos y variables de respuesta 
La inoculación se llevó a cabo bajo condiciones de invernadero sobre un total de 234 
plantas (9 plantas por aislamiento + 9 plantas testigo) previamente germinadas en 
bandejas con turba durante 30 días. El proceso se realizó usando la técnica de “dip root 
inmertion” descrita por Namiki et al, (1994). Dicha metodología consistió en sumergir el 
sistema radical de las plantas en la suspensión de conidios durante tres minutos, 
posteriormente, las plantas fueron sembradas en bolsas plásticas de 1 kg de capacidad 
con sustrato (50% cascarilla de arroz, 50% suelo) esterilizado dos veces en autoclave a 
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121 °C y 103 Kpa. El seguimiento de los síntomas se realizó usando la escala propuesta 
por el CIAT (1987) para la evaluación de la marchitez vascular en Phaseolus vulgaris, 
ajustada en el Laboratorio de Microbiología Molecular del CBB de CORPOICA para el 
patosistema Fusarium–uchuva (Cuadro 3-1). Las variables de respuesta para la evaluación 
de la patogenicidad en invernadero fueron: i) el tiempo de incubación del patógeno, 
comprendido como el tiempo transcurrido desde la inoculación hasta la reproducción de 
síntomas, ii) el tiempo de colapso, comprendido como el tiempo transcurrido entre la 
inoculación y la muerte de la planta y iii) el avance de la enfermedad, obtenido durante el 
seguimiento de síntomas de acuerdo a la escala citada en el cuadro 3-1. Los datos de cada 
una de las variables fueron recolectados diariamente durante 45 días después de la 
inoculación 
Cuadro 3-1: Escala de evaluación de síntomas de marchitez vascular en plantas de 
uchuva. 
Nivel Síntomas porcentaje de daño  
0 ningún síntoma visible 0 
1  decoloración leve en los bordes de las hojas ≤ 5  
2 
manchas cloróticas aisladas en las hojas; decoloración al verde claro 
con algunas zonas verde oscuras. 
≥ 6 - ≤10   
3 marchitamiento en el borde de la hoja; clorosis, pérdida de turgencia. ≥11-≤ 20  
4 
clorosis pronunciada, bordes de la hoja deshidratados, color café, 
“quemados”, sin o con poca turgencia; Infección ligera a moderada en 
el tallo. 
≥21-≤ 40  
5 
síntomas pronunciados en las hojas, color amarillo ocre, hoja 
deshidratada hacia la nervadura central, bordes color café, 
“quemados”; postración del pedicelo; pérdida total de turgencia; 
infección moderada en el tallo, color morada o violeta en la base, 
clorosis y/o necrosis 
≥41-≤ 60 
6 
síntomas severos en las hojas, “quemadura” total, marchitamiento, 
clorosis, necrosis y/o defoliación prematura; postración del tallo, 
mancha morada en la base de éste 
≥61-≤ 70  
7 
Hojas muertas o con 100% de marchitamiento, clorosis, necrosis y/o 
defoliación prematura, postración aguda, mancha morada o violeta del 
tallo  
≥71-≤ 80  
8 
Hojas muertas o sin ellas; marchitamiento, clorosis, necrosis y 
defoliación prematura, tallo sin vigor 
≥81 -≤ 90  
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Cuadro 3-1: continuación 
9 plantas muertas ≥91 -≤ 100  
 
3.1.3 Diseño del experimento y análisis estadístico 
Para la evaluación de patogenicidad se usaron como tratamientos inóculos provenientes 
de los 25 aislamientos obtenidos de uchuva; y agua destilada estéril como tratamiento 
testigo. El experimento se llevó a cabo bajo un Diseño de Bloques Completos al Azar. 
Cada tratamiento contó con 9 plantas de uchuva susceptibles a la enfermedad, siendo 
éstas las repeticiones, dando un total de 234 plántulas. Los análisis estadísticos se 
efectuaron por medio del software SAS versión 6.1, usando las pruebas de Kruskal-Wallis 
para las variables no paramétricas (escala de severidad) y ANAVA para las variables 
paramétricas (tiempo de incubación y tiempo de colapso), adicionalmente se uso un test 
de Tukey de comparación de medias para todas las variables. 
3.2 Evaluación de la patogenicidad en campo 
Para la evaluación de la patogenicidad en campo, se emplearon 246 plántulas 
pertenecientes a 20 introducciones diferentes que mostraron potencial resistencia a la 
enfermedad en ensayos bajo invernadero realizados previamente por Pulido (2010) (Anexo 
A). El material vegetal utilizado provino de  diferentes fuentes, que incluyen  plantas 
silvestres y algunos materiales cultivados (Anexo A y B); Dentro del material seleccionado 
para el ensayo se incluyeron 6 plantas pertenecientes a la introducción 09U261 de P. 
peruviana, susceptible a la enfermedad, como controles positivos. 
3.2.1 Diseño experimental y variables de respuesta 
El ensayo fue establecido entre los meses de Septiembre de 2010 y Agosto de 2011. El 
experimento se llevó a cabo bajo un diseño completamente al azar en el cual los 
tratamientos fueron cada una de las introducciones seleccionadas para la prueba, el 
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número de réplicas para cada introducción fue diferente, debido a la dificultad de propagar 
algunos de los materiales vegetales de uchuva y taxa relacionados. (Cuadro 3-2). El área 
destinada para el ensayo fue de 1000 m2  en la cual se distribuyeron aleatoriamente las 20 
introducciones con sus respectivas réplicas (Cuadro 3-3).  
 
La variable de respuesta evaluada fue la severidad de la enfermedad. El seguimiento de 
los síntomas se realizó mensualmente empleando la misma escala de evaluación de 
síntomas de marchitez vascular usada en las pruebas de patogenicidad en invernadero 
(Cuadro 3-1). Los análisis estadísticos se efectuaron por medio del software SAS versión 
6.1, usando una prueba de Chi cuadrado (X2) con el fin de determinar el porcentaje de 
resistencia en las introducciones evaluadas; las plantas con valores ≤4 en la escala de 
severidad, eran consideradas como resistentes, por el contrario los valores >4 eran 
considerados como susceptibles. Además de la severidad, también se registraron datos 
de incidencia mensualmente.  
Cuadro 3-2: Introducciones de P. peruviana y taxa relacionados utilizadas durante el 
experimento en campo y su respectivo número de réplicas. 
Especie Introducción Respuesta en invernadero1 Número de replicas 
P. peruviana 09U047 Resistente-Poco Susceptible 20 
P. philadelphica 09U056 Poco Susceptible 4 
P. philadelphica 09U063 Poco Susceptible 6 
P. philadelphica 09U071 Poco Susceptible 6 
P. peruviana 09U086 Susceptible 3 
P. peruviana 09U089 Altamente Susceptible 18 
P. peruviana 09U099 Altamente Susceptible 18 
P. peruviana 09U116 Altamente Susceptible 4 
P. peruviana 09U128 Susceptible 4 
P. peruviana 09U136 Altamente Susceptible 3 
P. peruviana 09U138 Moderadamente susceptible 18 
P. floridana 09U139 Resistente 34 
P. peruviana 09U140 Altamente Susceptible 6 
P. floridana 09U141 Altamente Susceptible 18 
P. angulata 09U173 Poco Susceptible 18 
S. auriculatum 09U1782 Resistente 3 
P. peruviana 09U210 Susceptible 7 
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Cuadro 3-2: continuación 
P. peruviana 09U216 Moderadamente Susceptible 12 
P. peruviana 09U2613 Altamente Susceptible 6 
P. peruviana 09U274 Susceptible 18 
P. peruviana 09U279 Resistente 20 
1 Pruebas de resistencia en invernadero: En 2009 se evaluaron 70 introducciones de P. 
peruviana y taxa relacionados, de estas entradas se seleccionaron 20 para la evaluación 
en campo. 
2 Introducción 09U178: esta introducción se usó como un control negativo en las pruebas 
de patogenicidad en campo, puesto que en ningún experimento preliminar se produjo una 
infección, además de ser lo bastante alejada genéticamente del género Physalis como 
para producir una infección. 
3Introducción 09U261: esta introducción se usó como un control positivo en las pruebas de 
patogenicidad en campo, debido a su comprobada susceptibilidad en invernadero. 
Cuadro 3-3: Distribución aleatoria de las introducciones de uchuva en el terreno 
destinado para el estudio. 
posición 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
1 47 210 99 47 216 89 89 89 139 279 216 210 173 138 99 274 
2 99 47 138 63 274 138 138 99 216 279 279 99 274 139 89 89 
3 139 47 139 139 279 139 139 139 274 89 138 139 CTRL 140 99 139 
4 139 47 210 139 86 274 139 141 138 99 141 141 47 138 116 140 
5 139 63 279 216 89 47 141 210 138 216 173 141 47 173 141 274 
6 279 89 56 279 99 89 47 274 141 CTRL 279 274 89 139 274 279 
7 138 139 279 139 99 116 136 274 216 47 279 279 138 216 99 139 
8 138 141 279 139 138 138 136 63 274 47 CTRL 279 216 216 71 173 
9 139 216 279 140 139 138 141 71 47 63 71 99 56 274 71 86 
10 141 173 136 141 173 173 173 47 141 116 CTRL 138 139 89 86 89 
11 141 173 279 173 CTRL 89 173 138 141 128 140 139 139 139 99 173 
12 274 210 99 178 141 128 216 216 279 138 279 139 139 210 128 CTRL 
13 140 274 139 274 141 274 274 47 99 139 99 47 216 47 140   
14 63 47 173 138 216 141 63 71 128 173 139 99 47 56 141   
15 89 47 216 139 216 274 89 116 216 173 173 56 47 89 173   
16 139 89 216 210 279 71 89 139 279 178 173 139 99 99 178   
CTRL: control positivo. Las plantas control corresponden a la introducción 09U261 de 
comprobada susceptibilidad a la enfermedad 
3.2.2 Manejo agronómico del ensayo 
Las plantas fueron germinadas o endurecidas bajo invernadero en bolsas de 1 kg con 
sustrato en proporción 50% cascarilla: 50% suelo, durante 45 días. Transcurrido este 
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tiempo las plantas fueron trasladadas a campo abierto, específicamente al Lote 5 de 
CORPOICA localizado en las instalaciones de Tibaitatá – Mosquera, y sembradas en suelo 
solarizado contenido en bolsas plásticas calibre No 6 con capacidad aproximada de 25 Kg 
y con las siguientes dimensiones: 63 cm de alto, 59 cm de ancho y 10 cm de fuelle (Figura 
3-1). El uso de bolsas plásticas se realizó con el fin de reducir el posible impacto ambiental 
que el ensayo podría generar, evitando así la diseminación del patógeno inoculado en un 
terreno de ensayo experimental. Una vez sembradas las plantas dentro de las bolsas, 
éstas fueron ubicadas en un terreno de 1000 m2 y posteriormente aporcadas a una 
distancia de siembra de 2 m entre surcos y 2 m entre calles (Figura 3-1). La fertilización, 
labores culturales y manejo de plagas y enfermedades se llevaron a cabo tal como se 
describe en el Manual Técnico para el manejo del cultivo de la uchuva (Zapata et al. 2002). 
Figura 3-1: Siembra en campo del material de estudio. a) Bolsas de 25 kg de capacidad 
utilizadas para el experimento; b) distribución de cada una de las plantas en el lote 
 
3.2.3 Inoculación del patógeno en campo 
Las inoculaciones fueron realizadas con el aislamiento Map5 de comprobada 
patogenicidad en pruebas de invernadero (Pulido 2010; E. Rodriguez 2010), empleando la 
metodología de inoculación descrita por Apocada et al ( 2002) con algunas modificaciones. 
La preparación del inóculo se realizó a partir de cultivo crecido durante 15 días en medio 
líquido papa dextrosa (PDB) a 25 °C y en agitación continua (120 rpm). La concentración 
del inóculo fue ajustada 1x105 ufc/ml en agua destilada estéril. Un volumen de 220 
ml/planta de la suspensión fue asperjada directamente al suelo mediante inyección con 
ayuda de una bomba de espalda. Transcurridos 60 días, cada planta fue reinoculada con 
a 
b 
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220 ml de una nueva suspensión conidial a la misma concentración. Las inoculaciones se 
realizaron el 07 de septiembre y el 08 de noviembre de 2010. 
3.3 Evaluación de patogenicidad cruzada 
Con el fin de comprobar si los aislamientos de Fusarium oxysporum aislados de uchuva 
son capaces de infectar otros huéspedes, como plantas de la familia de las Passifloraceae 
(gulupa), se realizó un experimento de patogenicidad cruzada utilizando plantas 
susceptibles de cada especie y aislamientos de Fusarium spp. que causan marchitez 
vascular en las especies seleccionadas. 
3.3.1 Material vegetal 
Las semillas de gulupa fueron obtenidas de frutos adquiridos comercialmente. Diez frutas 
fueron fermentadas durante dos semanas a 20 °C. Los arilos que recubrían cada una de 
las semillas se retiraron lavando 4 veces con agua durante dos minutos en un tamiz 
plástico, posteriormente se secaron sobre papel absorbente durante 4 días. Se realizó una 
prueba de viabilidad en agua antes de la germinación. Todas las semillas fueron 
desinfectadas en NaClO al 1% durante 2 min y lavadas en agua estéril 5 minutos antes de 
la germinación. Las semillas de P. peruviana empleadas para el experimento pertenecían 
a la introducción 0U9166 utilizada en diferentes pruebas de patogenicidad. Este material 
también fue desinfectado como se describió anteriormente. Todas las semillas fueron 
germinadas al mismo tiempo en vasos plásticos de 9 onzas con turba (1 semilla por vaso) 
durante 45 días a 20 °C. Se emplearon 120 semillas de cada especie. 
3.3.2 Diseño del experimento 
Para la evaluación de patogenicidad cruzada, se usaron como tratamientos inóculos 
provenientes de los aislamientos obtenidos de uchuva y gulupa descritos en el Cuadro 3-4, 
adicionalmente se usó una mezcla de todos los aislamientos y un tratamiento testigo (agua 
destilada estéril). El experimento se llevó a cabo bajo un Diseño Factorial de 7x2, 
completamente al Azar, en donde los factores evaluados fueron los inóculos y la especie 
vegetal. Cada tratamiento contó con 9 plantas de cada especie, siendo éstas las 
repeticiones, dando un total de 126 plántulas. Los análisis estadísticos se efectuaron por 
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medio del software SAS versión 6.1, usando la prueba de Kruskal-Wallis para las variables 
no paramétricas (escala de severidad) y una prueba de Tukey de comparación de medias 
para las variables paramétricas (tiempo de incubación y tiempo de colapso). 
 
Cuadro 3-4: Lista de tratamientos usados en la prueba de patogenicidad cruzada 
Tratamiento Aislamiento Hospedero Procedencia 
T1 Map5 P. peruviana 
Colección de trabajo LMM-
CBB 
T2 Dia3b P. peruviana 
Colección de trabajo LMM-
CBB 
T3 F. solani P. edulis 
Universidad Nacional de 
Colombia 
T4 Mil3 P. peruviana 
Colección de trabajo LMM-
CBB 
T5 FoN27 P. edulis 
Universidad Nacional de 
Colombia 
T6 Mezcla ----- ----- 
T7 Testigo ----- ----- 
3.3.3 Inoculación y recolección de datos 
La inoculación y manejo del ensayo se realizó tal como se describió en el numeral 3.1.2. 
Las variables de respuesta que se midieron en este ensayo fueron el tiempo de incubación 
y el tiempo de colapso. La toma de datos se realizó diariamente durante 45 días después 
de la inoculación. 
3.4 Resultados 
3.4.1 Evaluación de patogenicidad en invernadero 
Según la prueba de Tukey realizada sobre la variable severidad, los aislamientos 
evaluados se clasificaron en cinco categorías según su virulencia: “No patogénicos”, “Poco 
virulentos”, “Moderadamente virulentos”, “Virulentos” y “Altamente virulentos” (Cuadro 3-5). 
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17 de los 25 aislamientos se ubicaron dentro de la categoría de altamente Virulentos.; los 
demás aislamientos se distribuyeron dentro de las categorías de “Poco virulento” (tres 
aislamientos), “Moderadamente virulento” (dos aislamientos) y “Virulento” (tres 
aislamientos) (Cuadro 3-5). 
Cuadro 3-5:  Clasificación de los aislamientos en categorías de virulencia 
Aislamiento Nivel de patogenicidad Categoría 
Bra2 9 
Altamente 
virulentos 
Dia5 9 
Bra4 9 
Map5a 9 
Dia1 9 
Pil1 9 
Esp5 9 
Esp5a 9 
Pil5 9 
Esm3 9 
Mil3 9 
Pil2 8,8 
Dia2 8,4 
Map4 8,2 
Map2 8,2 
Map5 9 
Dia3b 9 
Bra3 7,4 
Virulentos Pil5a 7,3 
Pil1a 7,1 
Esp1 5,6 Moderadamente 
virulentos 
Dia3 4 
Esm5 2,6 
Poco virulentos 
Di3a 2,6 
Cuadro 3-5: Continuación 
Esm5a 2,2 Poco virulentos 
CTRL(-)1 0 No patogénico 
1 control negativo o testigo: el sistema radical de las plantas tratadas con el testigo fue 
sumergido en agua destilada estéril. 
Según los datos de patogenicidad obtenidos, no existe ninguna relación entre la 
procedencia de los aislamientos y su nivel de virulencia, excepto por los aislamientos del 
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municipio de Silvania (Map2, Map4, Map5 y Map5a) que se encuentran dentro de la 
categoría de “Altamente virulentos”. Ninguna de las plantas control presentó síntomas de 
marchitez vascular. Todos los aislamientos dentro de la categoría de “Altamente virulentos” 
presentaron pérdida de turgencia pronunciada, clorosis con posterior defoliación y por 
último una pérdida de turgencia total en el tallo. Todos los síntomas progresaron de manera 
ascendente, algunos de ellos produjeron un amarillamiento solo en una de las mitades de 
las hojas afectadas que progresivamente se extendió al resto de la hoja (Figura 3-2). 
 
Figura 3-2: Sintomatología de marchitez vascular en uchuva. Se observa el avance de 
los síntomas a los 0 (a y e), 7 (b y f) 7, 14 (c y g) y 21 días post inoculación (d y h) en 
plantas inoculadas con el aislamiento Mil3; en la imagen se muestra la vista frontal (a, b, c 
y d) y superior (e, f, g y h) en cada estadío 
 
En cuanto a las variables de respuesta evaluadas, se observó que los primeros síntomas 
de la enfermedad (tiempo de incubación) se registraron desde el día 10 post inoculación 
(Cuadro 3-6). Este valor se presentó para el aislamiento Mil3 clasificado dentro de la 
categoría de “Altamente virulento”; el tiempo de colapso comenzó a presentarse entre los 
21 y 33,7 días después de la inoculación para los aislamientos “Altamente virulentos” 
(Cuadro 3-6) 
a b c d 
e f g h 
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Cuadro 3-6: Tiempo de reproducción de síntomas y tiempo de colapso de plantas de P. 
peruviana inoculadas con aislamientos “altamente virulentos” de Fusarium oxysporum 
Aislamiento  TI1 (días) TC2 (días) 
Mil3 10,4 21,8 
Bra2 15,6 21,9 
Map5a 14,3 22,6 
Esp5 15,9 24,0 
Esm3 14,2 24,1 
Pil1 17,1 24,7 
Pil5 20,4 26,0 
Dia1 20,3 28,7 
Esp5a 17,0 28,8 
Dia5 17,8 29,4 
Bra4 18,8 29,6 
Map2 15,8 29,7 
Map4 18,1 32,7 
Pil2 18,0 32,9 
Dia2 20,3 33,3 
Map5 16,2 33,7 
1Tiempo de Incubación (TI): es el tiempo transcurrido entre el día de la inoculación y la 
aparición de los primeros síntomas.  
2Tiempo de Colapso (TC): es el tiempo transcurrido entre el día de la inoculación y el 
colapso de la planta. 
3.4.2 Evaluación de la patogenicidad en campo 
Las inoculaciones realizadas en campo los días 10 de septiembre y 8 de noviembre de 
2010, no condujeron a la manifestación de síntomas de la marchitez vascular. Durante el 
periodo comprendido desde septiembre 2010 a febrero 2011, solo se presentaron pérdidas 
de material vegetal ocasionadas por infestaciones de moluscos y por la falta de adaptación 
de algunas plantas al trasplante. Se realizaron aplicaciones de metal-aldehído para el 
control de moluscos y resiembras de las plantas afectadas en el trasplante, de las cuales 
existían réplicas en invernadero.  
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Los análisis estadísticos indican que no existe ninguna introducción de Physalis con una 
resistencia del 100%, pero que sí existe una introducción relacionada de S. auriculatum 
(09U178) con total resistencia a F. oxysporum; esto concuerda con la información obtenida 
en estudios de resistencia en invernadero realizados por Pulido (2010). La introducción de 
P. peruviana 09u279 y la introducción 09u056 de P. philadelphica presentaron valores de 
resistencia considerables tanto en las pruebas de invernadero, como en las de campo 
(40% y 75% respectivamente) (Cuadro 3-7). Sin embargo, algunos resultados en 
invernadero contrastan considerablemente a los de campo en varios materiales. La 
introducción 09u139 de P. floridana que fue caracterizada en invernadero como resistente, 
en campo resultó ser completamente susceptible a la enfermedad (Cuadro 3-7). Estos 
resultados indican que no existen introducciones de P. peruviana con una resistencia 
completa a la enfermedad, pero que existen genotipos que podrán ser utilizados como 
posibles fuentes de resistencia en estudios de mejoramiento genético. 
 
De este ensayo, solo 41 plantas de la totalidad de introducciones evaluadas presentaron 
niveles considerables de resistencia (≤4 en la escala) .Los resultados obtenidos muestran 
que hay resistencia completa en solo una introducción (Cuadro 3-7), confirmando así los 
reportes de afectación en cultivos comerciales y demostrando los alcances que puede 
tener esta enfermedad. 
Cuadro 3-7: Porcentajes de resistencia y susceptibilidad de las introducciones 
evaluadas en campo. 
Especie Introducción Resistencia (%) Susceptibilidad (%) 
P. peruviana 09U047 15.00 85.00 
P. philadelphica 09U056 75.00 25.00 
P. philadelphica 09U063 0.00 100.00 
P. philadelphica 09U071 16.67 83.33 
Cuadro 3-7: continuación 
P. peruviana 09U086 0.00 100.00 
P. peruviana 09U089 11.11  88.89 
P. peruviana 09U099 16.67 83.33 
P. peruviana 09U116 50.00 50.00 
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P. peruviana 09U128 0.00 100.00 
P. peruviana 09U136 0.00 100.00 
P. peruviana 09U138 27.78 72.22 
P. floridana 09U139 5.88 94.12 
P. peruviana 09U140 33.33 66.67 
P. floridana 09U141 5.56 94.44 
P. angulata 09U173 0.00 100.00 
S. auriculatum 09U178 100.00 0.00 
P. peruviana 09U210 28.57 71.43 
P. peruviana 09U216 11.11 88.89 
P. peruviana 09U261 33.33 66.67 
P. peruviana 09U274 11.11 88.89 
P. peruviana 09U279 40.00 60.00 
Con respecto a la evolución de los síntomas, las primeras manifestaciones de la 
enfermedad se hicieron evidentes en el mes de marzo de 2011, 6 meses después de la 
primera inoculación. Durante marzo las severidades promedios no fueron superiores a 3, 
este comportamiento se mantuvo hasta el mes de mayo en donde la severidad e incidencia 
en cada una de las introducciones aumentaron hasta un nivel de 4 y 40% respectivamente 
(Anexo C) (Figura 3-3). De igual manera, varias de las introducciones no presentaron 
niveles considerables de incidencia y severidad sino hasta los meses de junio (Anexo C). 
Para el mes de agosto, la enfermedad presentó una incidencia del 96.4% (Figura 3-4) y 
solo tres introducciones se mantuvieron en niveles de severidad inferiores a 4 (Figura 3-3). 
Para el final del ensayo, el nivel de severidad promedio fue de 6 (Figura 3-5), lo que 
demuestra que el aislamiento Map5 presentó una marcada virulencia en distintas 
introducciones de P. peruviana y taxa relacionados. 
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Figura 3-3: Promedios de severidad de los últimos 6 meses de evaluación del ensayo 
en cada una de las introducciones evaluadas 
 
Figura 3-4: Porcentaje de incidencia obtenido durante los últimos 6 meses de 
evaluación del ensayo en todas las introducciones. 
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Figura 3-5: Severidad alcanzada durante los últimos 6 meses de evaluación del ensayo 
en todas las introducciones. 
 
3.4.3 Evaluación de patogenicidad cruzada 
Con el fin de comprobar si los aislamientos de Fusarium oxysporum aislados de uchuva 
son capaces de infectar otros huéspedes, como plantas de la familia de las Passifloraceae 
(gulupa), se realizó un experimento de patogenicidad cruzada utilizando plantas 
susceptibles de cada especie y aislamientos de F. oxysporum. que causan marchitez 
vascular en las especies seleccionadas. 
 
Los resultados de las pruebas de patogenicidad cruzada mostraron que los aislamientos 
de uchuva no son capaces de causar marchitez vascular en plantas de gulupa. Ninguno 
de los inóculos obtenidos de los aislamientos de uchuva generaron clorosis, pérdida de 
turgencia ni defoliación en plantas de gulupa; de igual forma los aislamientos de gulupa no 
causaron síntomas de fusariosis en las plantas de uchuva empleadas en el experimento. 
 
El tiempo de incubación de los inóculos patogénicos de F.oxysporum en uchuva 
comprendió  entre 13 y 16 días después de la inoculación, confirmando así la alta virulencia 
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de estos aislamientos, tal como se demostró en las pruebas de determinación de 
patogenicidad (Figura 3-6). T4 produjo síntomas de marchitez vascular antes que T1 y T2, 
confirmando su agresividad. El tratamiento T6 (mezcla) no presentó diferencias 
significativas respecto a los tratamientos T1, T2 y T4 (Cuadro 3-8) cuando fueron 
inoculados en uchuva. 
Cuadro 3-8: Comparación de medias mediante la prueba de Tukey de la variable 
tiempo de incubación. 
Agrupamiento 
Tukey1 
Media Tratamiento2 Hospedero 
A 33.714 T6 Gulupa 
B    A 25.111 T5 Gulupa 
C 20.667 T3 Gulupa 
C 16.222 T2 Uchuva 
C 16.000 T1 Uchuva 
C 14.111 T6 Uchuva 
C 13.625 T4 Uchuva 
1Media de la variable tiempo de incubación: el análisis estadístico se realizó mediante una 
prueba de Tukey. Los valores con letras diferentes son significativamente diferentes con 
un p>0.05. 
2Solo se muestran los tratamientos con valores menores a 45 días, tiempo en el que se 
colectaron los datos finales de la prueba. 
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Figura 3-6: Efecto de todos tratamientos en tiempo de incubación y tiempo de colapso 
sobre uchuva 
 
Las plantas de uchuva inoculadas con los tratamientos T1, T2, T4 y T6, colapsaron entre 
los días 22 y 28 después de la inoculación. El aislamiento Map5 y el tratamiento mezcla 
presentaron los valores más bajos para esta variable y no mostraron diferencias 
significativas entre ellas ni con los otros dos tratamientos patogénicos para P. peruviana 
(Cuadro 3-9).  
Cuadro 3-9:  Comparación de medias mediante la prueba de Tukey de la variable 
tiempo de colapso. 
Agrupamiento 
Tukey 
Media Tratamiento Hospedero 
A 30.571 T5 Gulupa 
B             A 28.333 T2 Uchuva 
B 23.500 T4 Uchuva 
B 22.444 T1 Uchuva 
B 22.333 T6 Uchuva 
1Media de la variable tiempo de colapso: el análisis estadístico se realizó mediante una 
prueba de Tukey. Los valores con letras diferentes son significativamente diferentes con 
un p>0.05. 
2Solo se muestran los tratamientos con valores menores a 45 días  tiempo en el que se 
colectaron los datos finales de la prueba. 
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Los datos de severidad indican que los tratamientos patogénicos para uchuva ya habían 
alcanzado valores de 8 y 9 cuarenta y cinco días después de la inoculación. Los 
tratamientos T1, T2, T4 y T6 mostraron un notable incremento en la severidad después del 
día 14, sin embargo los tratamientos T6 (mezcla) y T1 (Map5) alcanzaron el nivel máximo 
en la escala de severidad entre los días 21 y 28, llegando más rápido al colapso de las 
plantas respecto a los tratamientos T2 y T4 (Figura 3-7). El control negativo no presentó 
valores en ninguna de las variables evaluadas. 
Figura 3-7: Avance de la severidad en los tratamientos patogénicos para uchuva. (a) 
Map5, (b) Dia3b, (c) Mil3 y (d) tratamiento mezcla 
 
Los periodos de incubación de la enfermedad en plantas de gulupa fueron 
significativamente diferentes a los encontrados en uchuva (Cuadro 3-8). El tratamiento T3 
indujo síntomas más rápido que los tratamientos T5 y T7. Al igual que lo observado en 
uchuva, la mezcla no fue el tratamiento que indujo con mayor velocidad la aparición de 
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síntomas, de hecho el periodo de incubación generado por la mezcla tuvo diferencias 
significativas con T5 y T3 (Cuadro 3-8). 
El tiempo de colapso fue más prolongado para P. edulis que para P. peruviana, tal como 
sucedió para la variable periodo de incubación (Figura 3-8). A pesar de que F. solani 
produjo síntomas mucho más rápido, este tratamiento no colapsó ninguna planta. La 
mezcla de aislamientos no produjo valores de colapso en las plantas de gulupa, a 
diferencia del efecto producido en uchuva, donde el tratamiento T6 (mezcla) fue tan 
agresivo como la inoculación de los aislamientos por separado. T5 fue el único tratamiento 
que indujo el colapso en las plantas de gulupa, no obstante el valor de esta variable fue 
más alto que el encontrado en los aislamientos obtenidos de uchuva (Figura 3-8, Cuadro 
3-9). 
Figura 3-8: Efecto de todos tratamientos en tiempo de incubación y tiempo de colapso 
sobre gulupa. 
 
El nivel de severidad de la enfermedad en plantas de gulupa fue menor que en las plantas 
de uchuva. El único tratamiento que llegó a nivel 9 en la escala de síntomas fue el 
aislamiento FoN27, en el cual solo hasta el día 42, las plantas inoculadas con este 
tratamiento colapsaron. F. solani obtuvo un valor promedio máximo de 1,2 en la escala de 
severidad. Contrario a los resultados obtenidos con el tratamiento T6 en uchuva, la 
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severidad de la mezcla no superó el nivel 6 al día 45 en el material de P. edulis (Figura 
3-9).  
Figura 3-9: severidad alcanzada en los tratamientos patogénicos para gulupa . (a) F. 
solani, (b) FoN27 y (c) tratamiento Mezcla 
 
Los síntomas en P. peruviana no fueron diferentes a los obtenidos en las pruebas de 
determinación de patogenicidad. La enfermedad se hizo evidente con una clorosis suave 
en las hojas más viejas, la decoloración del tejido se reprodujo en hojas más jóvenes, los 
peciolos y el tallo comenzaron a perder turgencia, las hojas más cloróticas se 
desprendieron de la planta y por último la planta murió (Figura 3-10). La sintomatología en 
las plantas de gulupa difirió claramente respecto a la observada en uchuva. Las hojas se 
tornaron cloróticas y se desprendieron de la planta antes de presentarse una pérdida de 
turgencia en el tallo (Figura 3-11). 
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Figura 3-10: Síntomas de marchitez vascular en uchuva. Inoculación con los tratamientos 
T1, T2, T4 y T6. (a-d) síntomas típicos en material inoculado, (e-f) plantas asintomáticas 
inoculadas con tratamiento testigo. 
 
Figura 3-11: Síntomas observados en plantas de gulupa. Inoculación con los 
tratamientos T3, T5 y T6. (a-b) síntomas típicos en material inoculado, (c-d) defoliación en 
plantas inoculadas con T5, (e-f) plantas asintomáticas inoculadas con tratamiento testigo. 
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3.5 Discusión 
La marchitez vascular ocasionada por Fusarium oxysporum ha tenido serias repercusiones 
en la economía agrícola del altiplano cundiboyacense, no solo para uchuva, sino también 
para otras solanaceas (tomate y tomate de árbol) y especies de otras familias 
(Passifloraceas, Cucurbitáceas, Fabáceas, entre otras). Con el fin de mitigar los alcances 
de esta enfermedad en P. peruviana, es necesario el desarrollo de paquetes tecnológicos 
que incluyan diferentes estrategias de control. Para realizar esta labor es necesario 
conocer varios aspectos biológicos de la interacción planta-patógeno, entre los cuales se 
destacan a nivel del patógeno: (i) el comportamiento del hongo en el desarrollo de la planta, 
(ii) la virulencia que puede llegar a tener los aislamientos de F.oxysporum sobre materiales 
comerciales y plantas silvestres y (iii) la versatilidad que puede llegar a tener los 
aislamientos obtenidos de P. peruviana sobre otras especies. Con el fin de comprender 
estos mecanismos, se desarrollaron varios experimentos en los cuales se evaluó la 
virulencia de la colección de aislamientos de F.oxysporum obtenida de campos de uchuva; 
a partir de esta información se determinó la agresividad de un aislamiento altamente 
virulento en diferentes introducciones de Physalis y taxa relacionados en campo abierto y 
por último, se comprobó si los aislamientos altamente virulentos eran capaces de causar 
síntomas de marchitez vascular en P. edulis, tanto de manera individual como en mezcla. 
 
La inoculación en una introducción de P. peruviana de comprobada susceptibilidad a la 
enfermedad (Pulido 2010; Rodriguez 2010) muestra que todos los aislamientos obtenidos 
de tejido infectado de uchuva son patogénicos, pero que su nivel de virulencia varía. 
Teniendo en cuenta que las 4 categorías de virulencia determinadas en este estudio 
(Altamente virulento, Virulento, Moderadamente virulento y Poco virulento) dependieron 
del grado de severidad alcanzado en el día 45 post-inoculación, los resultados obtenidos 
muestran que la mayoría de aislamientos se agrupan dentro de la categoría “Altamente 
virulento”. Este grupo de aislamientos contiene individuos de todos los municipios donde 
se realizaron los muestreos, corroborado así, el riesgo que corre este cultivo si no se 
controla de una manera efectiva la enfermedad,  
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La sintomatología y las variables de respuesta evaluadas en este estudio como periodo de 
incubación del patógeno y tiempo de colapso de la planta, son congruentes con los 
encontrados en otros estudios realizados en P. peruviana (Rodriguez, 2010; Pulido 2010; 
Ortiz, 2012). La presencia de clorosis en las hojas de manera ascendente, la pérdida de 
turgencia de tallos y peciolos, la defoliación y la posterior muerte de la planta fueron 
síntomas típicos de marchitez vascular producida por F. oxysporum, los cuales también 
han sido reportados en tomate (Namiki et al 1994), Passifloraceas (Gardner 1989) y la 
mayoría de especies dicotiledóneas que son atacadas por este patógeno.  
 
El hecho de que todos los aislamientos obtenidos hayan mostrado algún grado de 
virulencia podría atribuirse al proceso de aislamiento, el cual se realizó únicamente a partir 
de tallos de plantas sintomáticas en estadíos tempranos de la enfermedad. A pesar de que 
reportes muestran que partir de tejido sintómatico no se asegura la obtención del agente 
causal (Leslie and Summerrell 2007), este hecho se presenta si se parte de muestras 
extraídas de plantas en estados muy avanzados, en donde es muy frecuente la presencia 
de cepas oportunistas. Para el caso de este estudio, las muestras procesadas de las cuales 
no se obtuvo ningún aislamiento se encontraban en estados cercanos a la descomposición 
(datos no mostrados), lo que explica el bajo número de aislamientos obtenidos y analizados 
en este estudio. La selección oportuna del material a procesar ayuda en la detección rápida 
de aislamientos patógenicos, fundamental en procedimientos de detección donde se 
deben ejecutar protocolos de identificación como la extracción de ADN, que podría 
realizarse directamente desde la planta, reduciendo así el tiempo y los materiales 
empleados en este trabajo. 
 
Con el objetivo de encontrar posibles fuentes de resistencia a la enfermedad, Pulido (2010) 
realizó inoculaciones en invernadero con el asilamiento de F. oxysporum Map5 sobre 70 
introducciones con diferentes orígenes geográficos, especies estrechamente relacionadas 
y materiales comerciales y silvestres. De las introducciones evaluadas, 8 introducciones 
presentaron niveles significativos de resistencia (Cuadro 3-6), las cuales fueron evaluadas 
en campo durante este trabajo, junto con 12 materiales susceptibles que fueron incluídos 
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como controles positivos. Los resultados muestran que solo dos de las 20 introducciones 
evaluadas en campo presentan un nivel de resistencia mayor o igual al 50%, exceptuando 
la introducción de S. auriculatum que en este caso se usó como un control negativo, ya 
que no es huésped de este patógeno. Estas dos introducciones presentaron el mismo 
comportamiento frente al patógeno en invernadero, lo que sugiere que son potenciales 
fuentes de resistencia a la enfermedad y por lo tanto abre las puertas para la 
implementación de programas de fitomejoramiento, mediante la inclusión de variedades 
resistentes como se ha demostrado en tómate (Agrios 2005) y lechuga (Garibaldi et al. 
2004) . 
 
La manifestación de síntomas de manera más tardía en las pruebas de campo, comparada 
con la obtenida en invernadero por Pulido (2010), se pudo presentar debido a: i) la edad 
de las plantas: el material vegetal usado en las pruebas bajo invernadero fue notablemente 
más jóven que el que se trasplantó en campo, esto puede influir en la respuesta al 
patógeno; como se ha demostrado en plantas de maíz, las cuales modifican sus 
mecanismos de defensa contra herbívoros y patógenos a medida que estas maduran 
(Glauser et al. 2011). ii) la inundación presentada durante el periodo de “Ola invernal” 
comprendido entre los meses de noviembre de 2010 y febrero de 2011 pudo reducir la 
población del patógeno y así atrasar la aparición de los síntomas, tal como se demostró 
en cultivos de banano (Stover 1954). A pesar del retraso en el desarrollo de la enfermedad, 
los niveles de incidencia y severidad obtenidos al final del ensayo (agosto de 2011) 
coinciden con los reportes de productores de Cundinamarca, en donde se han encontrado 
incidencias hasta del 100% y pérdidas en la producción hasta del 50% (González and 
Barrero 2011), adicionalmente la severidad e incidencia alcanzadas en los ensayos bajo 
invernadero (Pulido 2010) y campo no presentan mayores diferencias. 
 
La prueba desarrollada en campo muestra que el aislamiento Map5 es capaz de infectar 
varias especies del género Physalis, pero su agresividad se limita a este género, puesto 
que ninguna de las plantas de la especie S. auriculatum mostraron algún síntoma de la 
marchitez producida por F. oxysporum. Estos resultados junto con los obtenidos en los 
experimentos de patogenicidad cruzada, respaldan la posibilidad de que el grupo de 
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aislamientos que infectan uchuva pertenecen a una forma especial que infecta solo plantas 
del género Physalis, que incluye las especies P. peruviana, P. floridana y P.angulata, esto 
se ha demostrado en diversos estudios en los cuales un grupo de aislamientos que 
pertenezcan a una forma especial definida se restrigen a un número limitado de 
hospederos, pero no necesariamente deben ser de la misma especie, como sucede en el 
caso de F. oxysporum f.sp. passifloracea (Yockteng et al. 2011) y F. oxysporum f.sp. 
cubensis (Fourie et al. 2009). 
  
En campo, se esperaba un nivel de resistencia significativo para las introducciones 09U047 
y 139 de P. peruviana y P. floridana respectivamente, ya que en la evaluación realizada en 
invernadero por Pulido (2010), estos dos materiales mostraron valores de severidad e 
incidencia bajos, lo que las clasificaba como resistentes, sin embargo en campo estos dos 
valores fueron notablemente altos. Este comportamiento puede explicarse debido a que 
varias de las introducciones de Physalis usadas en este estudio presentan una marcada 
heterogeneidad genotípica, generando así una variación en la respuesta a la enfermedad 
entre plantas de la misma introducción; es también por esta razón que ha sido tan difícil la 
producción de variedades mejoradas de P. peruviana.  
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la prueba de patogenicidad con dos 
especies vegetales diferentes, no se presentaron infecciones cruzadas para ninguno de 
los dos grupos de especies utilizadas (uchuva y gulupa), a pesar de la alta capacidad 
infectiva de los asilamientos empleados en esta prueba. Incontables veces se ha 
demostrado la especificidad patogénica que existe dentro del complejo F. oxysporum, sin 
embargo se han reportado que aislamientos de F. oxysporum obtenidos de pepino y sandia 
pueden causar infecciones en ambas especies (McMillan 1986; Najafinia and Sharma 
2009), por esta razón y con el fin de determinar la especificidad de huésped de éste 
patógeno en uchuva, fue de vital importancia la realización de dicho ensayo. 
 
La síntomatología producida por la invasión de F. oxysporum y F. solani en las dos 
especies evaluadas varió considerablemente, como era de esperarse, ya que son 
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patosistemas diferentes. Es así como en uchuva el avance de la enfermedad fue más 
progresivo, los síntomas empezaron con una clorosis en las hojas, seguida de una pérdida 
de turgencia en los peciolos que posteriormente, se generalizó en toda la planta hasta la 
muerte total. En gulupa la clorosis de las hojas no fue tan evidente y en algunos casos, 
antes de la pérdida total de la turgencia del tallo, las hojas se desprendieron de la planta, 
tal como lo reportan trabajos anteriores en esta especie realizados por Ortiz (2012) y Ploetz 
(2003). 
 
Con base en los resultados obtenidos con el tratamiento mezcla y los aislamientos 
aplicados independientemente en uchuva, se observa que no existe una diferencia 
significativa en los tiempos de incubación y colapso, lo que demuestra que no hay un efecto 
aditivo o supresivo en el proceso de infección, aun así, cuando la mezcla incluye 
aislamientos no patogénicos, pues ninguna de las variables de respuesta se vió disminuida 
por la presencia de estos. El hecho de utilizar una mezcla de aislamientos de especies 
diferentes en el experimento, se ajusta a una situación real en donde un suelo de uso 
agrícola puede contener varias cepas del mismo hongo. Por el contrario, en el ensayo de 
inoculación con la mezcla de aislamientos en gulupa, se obtuvo una disminución en el 
periodo de incubación y no se presentó un valor significativo en el tiempo de colapso, en 
este caso se presume una posible inhibición de la enfermedad por parte de los aislamientos 
no patógenicos. Cepas no patogénicas de F. oxysporum pueden ser usadas como 
biocontroladores de varias enfermedades, evitando la infección de F. oxysporum gracias a 
una colonización previa por parte del potencial antagonista. Estudios realizados por Kaur 
et al (2010) y Postma y Rattink (1992) han demostrado que la competencia por nutrientes 
y espacio en el suelo, la inhibición de crecimiento de clamidiosporas y la Resistencia 
Sistemica Inducida (ISR) tambien pueden ser factores involucrados en la disminución de 
la enfermedad. Los tiempos más prolongados de incubación y colapso obtenidos con todos 
los tratamientos en gulupa mas no en uchuva, también sugieren una menor susceptibilidad 
de P. edulis a la infección causada por F.oxysporum. 
 
Con respecto a la respuesta encontrada de gulupa frente al aislamiento de F. solani, éste 
no ocasionó la muerte en ninguna de las plantas inoculadas, de hecho los niveles de 
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severidad en todas las plantas fueron relativamente bajos (> 4), lo que demuestra que F. 
solani no es un patógeno particularmente agresivo en el género Passifloracea (Ploetz et al 
2003). Estudios realizados por Ortiz (2012), muestran que solo generando heridas en el 
cuello radical de las plantas de P. edulis se produce el colapso de éstas, debido a que la 
infección de este patógeno se origina normalmente en este tejido, causando una 
estrangulación y posteriormente la muerte  
 
Toda la información recolectada durante esta prueba de patogenicidad, confirma que no 
se generan infecciones cruzadas entre cepas aisladas de uchuva y de gulupa, lo que 
representan un menor riesgo de producirse la enfermedad para ambos cultivos en predios 
donde predominen aislamientos que ataquen la otra especie, además de permitir usar la 
rotación de cultivos uchuva-gulupa, junto con medidas de desinfestación, como una 
estrategia para reducir las poblaciones de Fusarium, no obstante la indiscutible 
susceptibilidad de P. peruviana al patógeno, no permite bajo ninguna circunstancia dejar 
de implementar medidas de control altamente estrictas. 
 
  
 
4. Conclusiones y recomendaciones 
4.1 Conclusiones 
El uso de técnicas de caracterización de tipo molecular y morfológico permitieron 
identificar, a partir de todos los aislamientos recolectados en zonas productoras de 
Cundinamarca y Boyacá, a F. oxysporum como el agente causal de la marchitez vascular.  
 
La región IGS y los genes TUB y EF1 fueron informativos a nivel de especie, 
recomendando su utilización para estudios de identificación molecular dentro del género 
Fusarium. 
 
La técnica PCR-RFLP, empleando las regiones EF1 e IGS, generó haplotipos diferenciales 
entre los aislamientos de F. oxysporum obtenidos de cultivos de uchuva en Cundinamarca 
y Boyacá, siendo la región IGS la más informativa. 
 
No existe una relación entre los grupos generados en el análisis de cluster por UPGMA, el 
origen geográfico y la virulencia de cada uno de los aislamientos de F. oxysporum 
obtenidos de uchuva. No obstante, se encontraron diferencias marcadas entre el grupo de 
aislamientos de P.peruviana y P. edulis.  
 
De acuerdo a resultados obtenidos por PCR RFLP de las regiones IGS y EF1, y por las 
pruebas de patogenicidad, se presume que 8 aislamientos provenientes de las fincas La 
Maporita en Silvania (4), La Milagrosa en Pasca (1) y La Pila en Granada (3), pueden 
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tratarse del mismo aislamiento. Esto confirma la posible presencia de un solo aislamiento 
en varias fincas de Cundinamarca. 
 
La prueba de determinación de virulencia permitió clasificar los 25 aislamientos de F. 
oxysporum dentro de 4 categorías (Altamente virulento, Virulento, Moderadamente 
virulento, y Poco virulento). Estos aislamientos indujeron en invernadero la misma 
sintomatología observada durante las colectas en campo, confirmando así que esta 
especie es el agente causal de la marchitez vascular en uchuva. 
 
La inoculación en campo de un aislamiento altamente virulento sobre diferentes 
introducciones del género Physalis, demostró la alta agresividad que puede tener este 
patógeno sobre materiales con diversos niveles de domesticación. No obstante, las 
introducciones 0U279 de P. peruviana y 0U056 de P. floridana presentaron valores 
significativos de resistencia, lo que abre las puertas a la implementación de un programa 
de mejoramiento genético usando estos dos materiales. 
 
Las pruebas de patogenicidad cruzada y la evaluación de resistencia en campo, 
demuestran que aislamientos altamente virulentos de F. oxysporum obtenidos de uchuva, 
se limitan a infectar plantas del género Physalis, lo cual sugiere que los aislamientos 
pertenecen a una forma especial del patógeno definida para este género.  
 
La severidad, tiempo de incubación y tiempo de colapso obtenidos en las pruebas de 
patogenicidad cruzada con el aislamiento FoN27 de F. oxysporum obtenido de gulupa, 
inoculado en P. peruviana y P. edulis, sugieren que este aislamiento es específico para 
gulupa y posiblemente para otras especies de la familia Pasifloraceae.  
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4.2 Recomendaciones 
Ampliar la colección de aislamientos incluyendo otras zonas dentro y fuera del país, así 
como también aislamientos de otras especies que puedan estar asociadas con la 
enfermedad; con el fin de comprender la estructura y dinámica poblacional del patógeno y 
así mismo generar herramientas para el control de la marchitez vascular. 
 
Corroborar la existencia de la forma especial de F. oxysporum para el género Physalis, 
realizando experimentos de patogenicidad cruzada con más especies vegetales y pruebas 
de Grupos de Compatibilidad Vegetativa (VCG). 
 
Confirmar las posibles fuentes de resistencia de P. peruviana a F. oxysporum en campos 
naturalmente infestados con este patógeno.  
 
Estudiar la interacción Fusarium - uchuva, mediante el uso de herramientas moleculares 
con el fin de determinar posibles efectores involucrados en la patogénesis y a su vez, 
genes involucrados en los mecanismos de defensa de la planta. 
 
 
  
 
A. Anexo:Resultados de evaluación 
de resistencia en invernadero de 
diferentes introducciones de P. 
peruviana y taxa relacionados 
(Pulido, 2010). 
introducción Especie 
Nivel de 
domesticación Origen Promedio Evaluación 
09u005 P. peruviana Asilvestrada, Norte de Santandre 6 Susceptible 
09u012 P. peruviana Asilvestrada, Norte de Santandre 9 Altamente Susceptible 
09u021 P. peruviana Asilvestrada, Cundinamarca 9 Altamente Susceptible 
09u022 P. peruviana Asilvestrada, Cundinamarca 9 Altamente Susceptible 
09u031 P. peruviana Maleza, Cundinamarca 8,91 Altamente Susceptible 
09u045 P. peruviana Asilvestrada, Boyacá 7,82 Susceptible 
09u047 P. peruviana Maleza, Boyacá 3,91 Poco Susceptible* 
09u056 
P. 
philadelphica   Guatemala. 8,91 Altamente Susceptible 
09u063 
P. 
philadelphica   Guatemala. 2 Poco Susceptible 
09u071 
P. 
philadelphica   Guatemala. 2 Poco Susceptible 
09u078 
P. 
philadelphica   Guatemala. 4,82 Moderadamente Susceptible 
09u086 P. peruviana   Ecuador 7,36 Susceptible 
09u089 P. peruviana   Antioquia 9 Altamente Susceptible 
09u093 P. peruviana   Antioquia 8,18 Altamente Susceptible 
09u099 P. peruviana   Caldas 9 Altamente Susceptible 
09u108 P. peruviana   Antioquia 8,18 Altamente Susceptible 
09u110 P. peruviana   Caldas 9 Altamente Susceptible 
09u116 P. peruviana   Antioquia 8,18 Altamente Susceptible 
09u118 P. peruviana   Cundinamarca. 9 Altamente Susceptible 
09u124 
P. 
physaloides   Antioquia 5,54 Moderadamente Susceptible 
09u128 P. peruviana   Antioquia 7,45 Susceptible 
09u132 P. peruviana   Antioquia 9 Altamente Susceptible 
09u134 P. peruviana   Nepal, 5 Moderadamente Susceptible 
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09u135 P. angulata   Dinamarca 7,09 Susceptible 
09u136 P. peruviana   Dinamarca 8,18 Altamente Susceptible 
09u138 P. peruviana   Berjerac, Francía 4,36 Moderadamente Susceptible 
09u139 P. floridana   Birmingham, U.K. 0,64 Resistente 
09u140 P. peruviana   Sur Africa 8,18 Altamente Susceptible 
09u141 P. floridana   Berjerac, 9 Altamente Susceptible 
09u143 P. pruinosa   Portugal 9 Altamente Susceptible 
09u144 viscosa   Birmingham, 9 Altamente Susceptible 
09u148 
P. 
philadelphica   Bayruth 8 Altamente Susceptible 
09u149 
P. 
philadelphica   Berjerac, 9 Altamente Susceptible 
09u150 P. pruinosa   Suiza 9 Altamente Susceptible 
09u151 P. mexicana   Birmingham, 9 Altamente Susceptible 
09u153 P. ixocarpa   Portugal 9 Altamente Susceptible 
09u157 ….   Caldas. 9 Altamente Susceptible 
09u166 P. peruviana   Boyacá. 9 Altamente Susceptible 
09u167 P. peruviana   Boyacá. 8,27 Altamente Susceptible 
09u171 P. peruviana   Antioquia. 9 Altamente Susceptible 
09u173 P. angulata   Nariño. 3,82 Poco Susceptible 
09u176 P. ixocarpa   Nariño. 2,18 Poco Susceptible 
09u178 
S. 
auriculatum   Ecuador. 0,54 Resistente 
09u199 P. peruviana   Nariño. 9 Altamente Susceptible 
09U201 P. peruviana   Nariño. 8,83 Altamente Susceptible 
09u202 P. peruviana   Nariño. 9 Altamente Susceptible 
09u210 P. peruviana   Nariño. 7,82 Susceptible 
09u213 P. peruviana   Cauca. 8,09 Altamente Susceptible 
09u215 P. peruviana Ecotipo Kenia 7,83 Susceptible 
09u216 P. peruviana Ecotipo Colombia 4,08 Moderadamente Susceptible 
09u217 P. peruviana Ecotipo Perú 4,5 Moderadamente Susceptible 
09u218 P. peruviana Cultivar Cundinamarca 6,42 Susceptible 
09u227 P. peruviana Cultivar Cundinamarca 6,45 Susceptible 
09u237 P. peruviana Cultivar Boyacá 9 Altamente Susceptible 
09u249 P. peruviana Cultivar Boyacá 6,36 Susceptible 
09u254 P. peruviana Cultivar Cundinamarca 5,27 Moderadamente Susceptible 
09u261 P. peruviana Cultivar Cundinamarca 5,24 Moderadamente Susceptible 
09u274 P. peruviana Cultivar   6,91 Susceptible 
09u275 P. peruviana Cultivar   6,2 Susceptible 
09u276 P. peruviana Maleza,   9 Altamente Susceptible 
09u277 P. peruviana Espontánea,   7,5 Susceptible 
09u278 P. peruviana Maleza,   9 Altamente Susceptible 
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09u279 P. peruviana Maleza,   1,33 Resistente 
09u280 P. peruviana Maleza,   9 Altamente Susceptible 
09u281 P. peruviana Cultivar   6,42 Susceptible 
09u282 P. peruviana Maleza,   8,9 Altamente Susceptible 
09u283 P. peruviana Silvestre,   8 Altamente Susceptible 
09u288 P. peruviana   Sur Africa 6,45 Susceptible 
09u289 P. peruviana   U.S.D.A 8,45 Altamente Susceptible 
09U290 P. peruviana   U.S.D.A 8,09 Altamente Susceptible 
 
 
  
 
B. Anexo: Procedencía de las 
introducciones evaluadas en 
invernadero por Pulido (2010) 
Fuente 
Número de 
entradas Entradas seleccionadas 
Universidad Nacional 49 7 
Universidad de Nariño 46 11 
CORPOICA La Selva y Tibaitatá 131 42 
Campo sector productivo 61 7 
U.S.D.A 3 3 
Total 290 70 
 
  
 
C. Anexo: Gráficas de incidencia y 
severidad hasta el mes de Julio cada 
una de las introducciones evaluadas 
en campo. 
 
 
0,0
10,0
20,0
30,0
40,0
50,0
60,0
70,0
80,0
90,0
0
9
U
0
4
7
0
9
U
0
5
6
0
9
U
0
6
3
0
9
U
0
7
1
0
9
U
0
8
6
0
9
U
0
8
9
0
9
U
0
9
9
0
9
U
1
1
6
0
9
U
1
2
8
0
9
U
1
3
6
0
9
U
1
3
8
0
9
U
1
3
9
0
9
U
1
4
0
0
9
U
1
4
1
0
9
U
1
7
3
0
9
U
1
7
8
0
9
U
2
1
0
0
9
U
2
1
6
0
9
U
2
7
4
0
9
U
2
7
9
0
9
U
2
6
1
in
ci
d
e
n
ci
a 
p
ro
m
e
d
io
introducciones
incidencia marzo
incidencia marzo
0,0
10,0
20,0
30,0
40,0
50,0
60,0
70,0
80,0
90,0
100,0
0
9
U
0
4
7
0
9
U
0
5
6
0
9
U
0
6
3
0
9
U
0
7
1
0
9
U
0
8
6
0
9
U
0
8
9
0
9
U
0
9
9
0
9
U
1
1
6
0
9
U
1
2
8
0
9
U
1
3
6
0
9
U
1
3
8
0
9
U
1
3
9
0
9
U
1
4
0
0
9
U
1
4
1
0
9
U
1
7
3
0
9
U
1
7
8
0
9
U
2
1
0
0
9
U
2
1
6
0
9
U
2
7
4
0
9
U
2
7
9
0
9
U
2
6
1
in
ci
d
e
n
ci
a 
p
ro
m
e
d
io
introducciones
incidencia abril
incidencia abril
90 Caracterización de aislamientos de Fusarium spp. obtenidos de zonas 
productoras de uchuva (Physalis peruviana) en Cundinamarca y Boyacá 
 
 
0,0
10,0
20,0
30,0
40,0
50,0
60,0
70,0
80,0
90,0
100,0
0
9
U
0
4
7
0
9
U
0
5
6
0
9
U
0
6
3
0
9
U
0
7
1
0
9
U
0
8
6
0
9
U
0
8
9
0
9
U
0
9
9
0
9
U
1
1
6
0
9
U
1
2
8
0
9
U
1
3
6
0
9
U
1
3
8
0
9
U
1
3
9
0
9
U
1
4
0
0
9
U
1
4
1
0
9
U
1
7
3
0
9
U
1
7
8
0
9
U
2
1
0
0
9
U
2
1
6
0
9
U
2
7
4
0
9
U
2
7
9
0
9
U
2
6
1
in
ci
d
e
n
cí
a 
p
ro
m
e
d
io
introducciones
incidencia mayo
incidencia mayo
0,0
20,0
40,0
60,0
80,0
100,0
120,0
0
9
U
0
4
7
0
9
U
0
5
6
0
9
U
0
6
3
0
9
U
0
7
1
0
9
U
0
8
6
0
9
U
0
8
9
0
9
U
0
9
9
0
9
U
1
1
6
0
9
U
1
2
8
0
9
U
1
3
6
0
9
U
1
3
8
0
9
U
1
3
9
0
9
U
1
4
0
0
9
U
1
4
1
0
9
U
1
7
3
0
9
U
1
7
8
0
9
U
2
1
0
0
9
U
2
1
6
0
9
U
2
7
4
0
9
U
2
7
9
0
9
U
2
6
1
in
ci
d
e
n
ci
a 
p
ro
m
e
d
io
introducciones
incidencia junio
severidad junio
0,0
20,0
40,0
60,0
80,0
100,0
120,0
0
9
U
0
4
7
0
9
U
0
5
6
0
9
U
0
6
3
0
9
U
0
7
1
0
9
U
0
8
6
0
9
U
0
8
9
0
9
U
0
9
9
0
9
U
1
1
6
0
9
U
1
2
8
0
9
U
1
3
6
0
9
U
1
3
8
0
9
U
1
3
9
0
9
U
1
4
0
0
9
U
1
4
1
0
9
U
1
7
3
0
9
U
1
7
8
0
9
U
2
1
0
0
9
U
2
1
6
0
9
U
2
7
4
0
9
U
2
7
9
0
9
U
2
6
1
in
ci
d
e
n
ci
a 
p
ro
m
e
d
io
introducciones
incidencia julio
incidencia julio
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